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RESUMO

Embora niveis moderados de EROs e NO possam exercer importantes fungSes fisiologicas
no tecido muscular, como regulacio do fluxo sanguineo, angiogénese ¢ aumento da forga
de contragio, pouco € conhecido a respeito da formacio intracelular de EROs e NO durante
a atividade muscular. Por outro lado, uma excessiva produgio dessas espécies pode ser
prejudicial ao nosso organismo, superando a capacidade do sistema de defesa antioxidante
e conduzindo a um desequilibio no estado redox intracelular. Em nosso estudo,
examinamos a formacdo intra e extracelular do NO e H»0; em culturas de células, a
formagfio extracelular do H,O; em masculo esquelético de rato in vive e a formagfo de
0, " em culturas de células e misculos isolados. Para realizagio deste estudo nds
utilizamos as sondas fluorescentes DAF-2-DA (reativa ao NO), DCFH-DA (reativa ao
H,0,) e fluordéforo nitrdxido (reativa aoc O, 7). Nossos resultados in vitro usando culturas
de células musculares mostraram que o HO; e NO sfio formados em grandes quantidades
no meio intracelular, seguido de um grande efluxo para o espago extracelular durante

atividade muscular intensa (P < 0,05). Por outro lado, durante atividade muscular moderada

--a-produglio dessas especies € mantida em niveis basais sem nenhuma alterag@o significativa

na sua produgdo (P > 0,05). Os resultados in vitro utilizando cultura de céhila e misculos
s6leo ¢ EDL isolados mostraram um alto efluxo do O~ do meio intra para o meio
extracelular dirante contragdes intensas (P < 0,05). O musculo EDL apresentou um maior
efluxo do O;" " quando comparado que o musculo séleo (P < 0,05). Os resultados in vivo
utilizando o DCFH em combinacio com a técnica de microdidlise mostraram uma alta
detec¢iio de H,O» no meio intersticial quando os valores de repouso foram comparados com
os valores durante a atividade muscular intensa, sugerindo um alto efluxo dessa espécie do
meio intra para o meio extracelular. Nossos resultados mostram que estas sondas
fluorescentes utilizadas em nosso estudo sfo de grande sensibilidade e especificidade na
detecgdo de EROs ¢ NO em tecido muscular submetido a contracBes. Em adigdo, nossos
resultados sugerem que a atividade muscular intensa aumenta significativamente a
produgdo de EROs e NO e que essas espécies produzidas intracelularmente séo amplamente
transportadas para o meio extracelular, processo que protege as células contra os possiveis

ataques oxidativos intracelulares gerados por essas espécies.
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ABSTRACT

Although moderate levels of ROS and NO may exert important physiological functions in
muscle tissue, such as regulation of blood flow, angiogenesis and contractile foree, little is
still known about ROS and NO formation in response to muscle activity. In addition, an
excessive level of these species may be harmful as it may overcome the antioxidant
capacity, leading to oxidative stress. In this study we examined intra- and extracellular
H,(» and NO formation during contractions in primary rat skeletal muscle cell culture and
_isolated mmscle. The fluorescent probes DCFH-DA/DCFH (2,7-Dichlorofluorescein-
diacetate/2,7-Dichlorofluorescein) and DAF-2-DA/DAF-2  (4,5-diaminofluorescein-
diacetate/4,5-diaminofluorescein) were used to detec tH,(O» and NO, respectively. Intense
electrical stimulation of muscle cells increased the intra- and extracellular DCF
fluorescence by 171% and 105% respectively, compared with control non-stimulated cells
(P < 0.05). Addition of glutathione (GSH) or tiron prior to electrical stimulation inhibited
the intracellular DCFH oxidation (P < 0.05), whereas addition of GSH-PX + GSH inhibited
the extracellular DCFH oxidation (P < 0.05). Intense electrical stimulation also increased (P
< 005) the intra- and extracellular DAF-2 fluorescence signal by 56% and 20%,
respectively. Addition of N-nitro-L-arginine (L-NA) completely removed the intra- and
extracellular DAF-2 fluorescent signal. In isolated muscles intense estimulation increase
superoxide release compared with control non-stimulated (P < 0.05). H202 detection in
vivo through DCFH-BSA combined with microdialysis technique showed an significant
increase on DCFH oxidation during intense contractions. GSH-PX antioxidant completely
inhibited DCFH oxidation. The current results show that H,O,, NO and O, are formed in
skeletal muscle cells during contractions. Our results also suggest that a rapid release of
these species may constitute an important defense mechanism against the formation of
intracellular “OH and "'ONOOQ. Furthermore, our data show that DCFH and DAF-2 are
suitable probes for the detection of ROS and NO both intra- and extra-cellulary in skeletal

muscle cell cultures.
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1 - INTRODUCAOQO:

Ha4 cerca de 2.4 bilhdes de anos atras, surgiram os primeiros organismos aerébios e o
surgimento destes organismos foi considerado um grande marco na histéria da evoluciio
biolégica, pois a utilizagdio do Oy como aceptor final de elétrons no processo de fosforilago
oxidativa aumentou consideravelmente a eficiéncia na produglo de energia a partir dos
alimentos (Ji, 1999). Ao compararmos a oxidagfo aerébia da molécula de glicose com sua
oxidac#o anaerdbia veremos que no primeiro caso a produgio de energia € da ordem de 12
vezes maior. Portanto, sendo a glicose um elemento essencial em nossa dieta, terfamos que
ingerir cerca de 12 vezes mais alimentos do que normalmente ingerimos diariamente se néo
fossemos, ¢ claro, organismos aerObios (Meneghini, 1987). Porém, embora o O:
desempenhe um papel fundamental no processo de fosforilagio oxidativa permitindo nosso
organismo utilizar a energia proveniente de nutrientes como carboidratos, lipidios e
proteinas com maior eficiéncia, uma pequena fracdo do seu consumo mitocondrial €
transformada em espécies reativas de oxigénio (EROs) (Chance et. al., 1979; Ji, 1999). A
formacfio dessas espécies foi inicialmente demonstrada com o classico estudo de McCord
& Fridovich (1968), monstrando a formégﬁé' doradlcal O'z_"' _pela enzima xantina oxidase.
Anos depois, estes mesmos autores demonstraram ainda que as EROs sfo causadoras de
danos oxidativos aos tecidos em organismos vivos e que certos antioxidantes podem
proteger os tecidos contra esses danos (McCord, 1974; McCord & Fridovich (1969).
Apartir de entfio, houve um grande avango nas investigagdes envolvendo a formagdo de
EROs em organismos vivos, como demonstrado pelo grande nimero de citagdes nessa area
nos dias atuais (figura 1). No entanto, é preciso destacar que, em condi¢des normais,
durante a fosforilacdo oxidativa a redugfo do O, molecular para H,O requer 4 elétrons e
pode ocorrer por 2 diferentes vias. A primeira e principal via de redugfo tetravalente do O,
ocorre na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, sendo a reacfio catalisada pela
citocromo oxidase como o passo final desse processo. Nesse caso, nenbum intermediario de
0O, é formado e a redugio tetravalente do O; foi calculada em aproximadamente 95-98% do
total de O, consumido (Ernster, 1986). Na segunda via, a fragfo restante de 2-5% pode dar
origem & formagdo de EROs pela redugdio univalente da molécula de O, como descrito

pelas seguintes rea¢Ges:
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Figura 1: Namero de publicacBes existentes na base de dados “Medline” entre os anos de
1990 e 2001, quando os termos “Estresse oxidativo vs Exercicio”, “Radical livre” e
“Antioxidante” foram cruzados.



Entre as espécies reativas de O, mais comuns podemos citar o radical anion
superéxido (O2 ™), perdxido de hidrogénio (H;O2) e o radical hidroxila (OH) (Halliwell &
Gutteridge, 1989). O O,"~ ¢ 'OH sdo classificados como radicais livres de O devido a
presenca de um elétron desemparethado em sua estrutura atdmica, enquanto o H202,0, "¢
"OH coletivamente sdo classificados como EROs. Entéo, por defini¢io os radicais livres so
atomos ou moléculas com um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital externo,
consequentemente fazendo deles espécies altamente reativas. Entre as EROs o radical OH
é considerado o mais potente oxidante em sistemas bioldgicos, com um tempo de vida
extremamente curto (1 x 167 s) € com uma alta reatividade a uma grande variedade de
moléculas orgénicas (Yu, 1994). Além da sua geraclio na cadeia de transporte de elétrons,
o radical OH pode ainda ser formado por duas diferentes vias em organismos vivos como

descrito nas reagdes abaixo:

Fe’* + H,0: > Fe’" + OH + OH (reagio de Fenton) (VI) (Aruoma & Halliwell, 1987;
Halliwell & Gutteridge, 1990).

Oy T H A HpOp =9 Op+ HyO 4 'OH. (reagfo. de Haber-Weiss) (VII).(Haber & Weiss, ... ..

1934),

Embora a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial seja reconhecidamente um
dos principais sitios de produ¢o de EROs durante o exercicio (Freeman & Crapo, 1982),
outras diferentes fontes podem produzir estas espécies. (1) Neutrofilos: durante o “burst”
respiratério podem gerar grandes quantidades de EROs para destruigdo de bactérias, virus e
outros agentes infecciosos (Pyne, 1994). (2) Peroxissomos: nessas organelas a produgo de
H,0, pode ser substancialmente aumentada quando uma grande quantidade de acidos
graxos de cadeias longas sdo metabolizados via B-oxidagdo (Chance et. al, 1979). (3)
Xantina oxidase: durante isquemia a molécula de AMP ¢ continuamente degradada a
hipoxantina, podendo em seguida ser convertida para xantina e acido urico pela xantina
oxidase. Nessa conversfio a enzima xantina oxidase usa o oxigénio como aceptor final de
elétrons, podendo dessa maneira formar o O;"~ (Downey, 1990). Outras fontes de EROs

incluem ainda o citocromo P450 (Yu, 1994) e a via de formagio do 4cido araquidnio



(Kuehl & Egan, 1980). Embora os neutréfilos saibam aproveitar o potencial oxidante das
EROs para protegerem nosso organismo contra bactérias € outros microrganismos,
evidéncias sugerem que altos niveis de EROs podem causar sérios distirbios no estado
redox do nosso organismo, incluindo principalmente o tecido muscular durante contragfes
intensas (Clanton et. al,, 1999). Esse efeito deletério das EROs ¢ conhecido como estresse
oxidativo e quando ocorre, diferentes componentes celulares como lipidios, proteinas e
DNA podem sofrer oxidagdo devido ao ataque das EROs comprometendo as principais
fungBes celulares. Entfo, a falha na remocfio dessas espécies durante o exercicio pode
resultar em um significativo dano oxidative aos componentes celulares. Porém, ndo &
surpreendente que nosso organismo, incluindo as células musculares possua um sofisticado
sistema antioxidante para se proteger contra as agBes deletérias dos radicais livres. Esse
sistema de protegfo antioxidante pode ser enzimatico ou ndo enzimatico, os quais
trabalham em conjunto para minimizar os efeitos das EROs nos tecidos (Davies, 1988). O
sistema  antioxidante enzimatico inclui a superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-PX) ¢ a catalase (CAT). Estas enzimas, como exemplificado nas reacles
abaixo, sdo responsaveis pela remogfio do radical anion superéxido (O277), hidroperéxidos

__orgénicos e peroxido de hidrogénio (H,0,), respectivamente. O sistema antioxidante nio

enzimatico inclui as vitaminas E, C, e A, glutationa reduzida (GSH), ubiquinona, 4cido
trico, L-cisteina, fenilalanina e glicose (Yu, 1994). Muitos destes antioxidantes podem
estar estrategicamente compartimentalizados em organelas subcelulares para

proporcionarem o maximo de protegdo contra os danos causados pelas EROs.



Superoxido dismutase:

20, +2H 50 H,0,+0,

Catalase:
2 H,O0 _ffi_,, 2H0+0,

Glutationa peroxidase:

2GSH + H,0- GSH'PXi GSSG +2 H,O

2GSH + ROOH %X G8SG + H,O + ROH

Glutationa redutase:

7 GSSG + NADPH +H %, 2GSH + NADP*

Qutra importante espécie reativa € o Oxido nitrico (NO), porém agora, com sua
origem proveniente do nitrogénio (espécie reativa de nitrogénio, ERN). O NO possui
importantes fungdes biolégicas incluindo as fungbes neurotrasmissora, vasodilatadora,
imunolégica e metabolica (Fujii et. al., 1998; Bredt, 1999). O NO ¢ gerado a partir dos
‘substratos arginina e O, por uma familia de 3 isoformas da éxido nitrico sintase (NOS):
NOS endotelial (eNOS), NOS neural (nINOS) e a NOS induzivel (iNOS) (figura 2). Estudos
anteriores tém mostrado que essas isoformas exibem uma ampla distribuico tecidual
incluindo o tecido muscular esquelético (Knowles & Moncada, 1994; Kobzik, 1994;
Boczkowski et. al., 1996). O NO ¢ consideravelmente menos reativo que o radical OH,
porém sua interagdo com o O~ produz outra ERN, o peréxido nitrito (ONOO"), capaz de
se decompor produzindo potentes oxidantes em pH fisiolégico, como descrito na reagéo
VIII. Ao contrario de outras EROs e a exemplo do 'OH, o NO bem como o ONOO' nfo
possuem uma enzima antioxidante especifica sendo suas concentragdes reguladas pelos
niveis de antioxidantes nfo enzimaticos e principalmente pelas concentragbes de O, ™~

disponiveis (Rao et. al., 1992; Kooy et. al., 1997) (figura 2).

0; "+ NO —p ONOO (VHI) (Beckman et. al., 1990).
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Figura 2: Principais vias de formacio intra e extracelular de EROs e ERNs em células do
musculo esquelético. As abreviagdes e sfmbolos sdo definidos como: NOS (6xido nitrico
sintase), NO (6xido nitrico), ONOO™ (peréxido nitrito), XO (xantina oxidase), O, (radical
anion superdxido), PMN (neutréfilos polimorfonucleares), MPO (mieloperoxidase), HOCI
(acido hipocloridrico), OH (radical hidroxila), H,0, (peréxido de hidrogénio), SOD
(superoxido dismutase), CAT (catalase) e GSH-PX (glutationa peroxidase).



Podemos entfio agora considerar a molécula de oxigénio como essencial € ac mesmo
tempo toxica ao nosso organismo. Diante desse paradoxo e se isso ¢ realmente verdadeiro,
o que dizer do exercicio fisico onde ¢ consumo de O sistémico é aumentado em 10 vezes e
o intramuscular acima de 100 vezes (Meydani & Evans, 1993)7 Se 2 - 5% do O
consumido, reconhecidamente da origem as EROs e se essa relagdo ¢ sempre mantida, seria
entfo logico esperar que durante o exercicio intenso a formacfo de EROs aumente
proporcionalmente ao consumo de O,. Entfio, com base nessa hipétese seria ainda adequado
assumirmos sem nenhuma surpresa que o exercicio fisico constitui um excelente modelo
experimental para estudar a formagio de EROs e de suas consequéncias a0 nosso
organismo. Apesar do sofisticado sistema de defesa antioxidante, existe atualmente uma
série de resultados mostrando a possibilidade de ocorréncia de estresse oxidativo em c€lulas
de mmsculos esqueléticos durante o exercicio. Usando a técnica de ressomincia
paramagnética de elétrons (EPR), Davies et. al. (1982) encontraram um aumento no sinal
de EPR em homogenato de misculo de rato previamente submetido a uma sessdo de
exercicio agudo extenuante. De um modo similar, Jackson et. al. (1985) mostraram um
aumento de 70% no sinal de EPR em misculo isolado de rato estimulado eletricamente.
Re_id et_.. al. (1992), usando o citocromo ¢ céx_r_ao detector do 02"_, verificon um aumento do
efluxo dessa espécie para 0 meio extracelular em miisculo diafragma de rato eletricamente
estimulado. A especificidade do método ao O, ~ foi demonstrada pela adi¢fio de SOD. Em
outro estudo, O Neill et. al. (1996) usando a hidroxilagdo da fenilalanina demonstraram que
o 'OH ¢ produzido in vivo pelo tecido muscular esquelético. Sem dividas, esses resultados
proporcionam evidéncias “diretas” da gerac8io intracelular das EROs. Porém, ¢ importante
observar que nas condi¢Bes em que esses experimentos foram realizados, isto €, utilizando
musculo esquelético isolado, homogenato de tecido muscular ou modelo in vivo, o tecido
vascular, um conhecido sitio de formagdo de EROs nfo foi completamente eliminado
dificultando a interpretagiio dos resultados. Portanto, nas condigbes citadas acima, a
determinaciio de EROs pode nfio ser representativa da real taxa de EROs produzida pelas
células musculares in vivo. Em adig¢do, uma limitada quantidade de estudos tem
proporcionado evidéncias “diretas” para a produgio de NO em células musculares. Balon &
Nadler (1994), usando o método de quimioluminescéncia encontraram um significativo

aumento na produgio de NO ap6és estimulacfio elétrica in sity comparado com o controle.



Porém, deve ser considerado que as células endoteliais contém uma grande quantidade de
NOS tornando-se assim dificil a interpretagio dos resultados em células musculares. Por
outro lado, h4 na literatura um grande niimero de estudos in vive empregando técnicas de
medidas indiretas.

Em uma pesquisa recente na base de dados “Medline” foi constatado que os métodos
mais utilizados para medir atague oxidativo sfio: a razio GSH/GSSH, quimioluminescéncia,
oxidacdo de proteinas, malondialdeido (MDA), etano, 4cido tiubarbitirio (TBA), oxidagio
de DNA e pentano. Outros estudos tem mostrado também evidéncias indiretas da formagéio
de NO no tecido muscular através da determinagfio da atividade da enzima NOS {(Kobzik
et. al, 1994; Reiser et al., 1997; Fujii et. al., 1998; Tidball et. al. 1998). A exemplo dos
resultados in vitro € como descrito a seguir, embora esses métodos tenham proporcionado
evidéncias de que o musculo esquel€tico em exercicio produz EROs ¢ ERNs, todos eles
apresentam limita¢Oes metodolégicas e alguma analise critica precisa ser considerada.
Atualmente, as analises através desses métodos tem sido feitas em amostras de sangue ou
de musculo na forma de homogenato, coletadas apés o exercicio. Assim, essas analises
podem ndo ser representativas da real ocorréncia de ataque oxidativo, uma vez que o

consumo de oxigénio e a produ¢io de EROs diminuem rapidamente apés 1 a 2 min do

término do exercicio (O'Neill et. al., 1996), permanecendo a verdadeira taxa de formacdo
de EROs pelas c€lulas musculares desconhecida. Em adicfio, deve-se levar em conta que o
tempo de vida dos radicais livres ¢ extremamente curto e ainda a presenca do sistema
antioxidante como competidor, muitas vezes dificil de eliminar. Outro problema é que em
homogenato de tecido muscular, bem como em musculo isolado, o sistema vascular pode
estar presente em grande escala dificuitando a interpretacio dos resultados. De modo
similar, amostras sanguineas podem nfo ser adequadas para muitas situagdes experimentais
(Lonnroth, 1991; Simonsen et. al., 1994). Atualmente, tem sido mostrado que amostras de
sangue podem ndo refletir informacdes detalhadas sobre as respostas celulares, sendo entio,
as medidas sanguineas em muitos casos irrelevantes. A razio para essas discrepancias pode
estar nas diferentes caracteristicas cinéticas apresentadas pelos compartimentos sanguineo e
intersticial para um mesmo composto quando comparadas (Lonnroth, 1991). As EROs,
como j& bem estabelecido na literatura, possuem um tempo de vida extremamente curto e

uma alta reatividade. Portanto, parece dificil acreditar que essas espécies possam escapar do



sistema antioxidante alcancando a circulagfio sistémica e posteriormente sejam detectadas
neste compartimento. Em um recente artigo de revisdo, Jenkins (2000) chamou a atengéo
ao destacar um fato ocorrido em um determinado laboratério onde os pesquisadores locais
ap6s um experimento na tentativa de detectar H0; exclamaram: “Processamos um animal
inteiro e nfic enconiramos vestigio sequer de Hy0,!” Na verdade, ¢ importante destacar que
o problema ndio estava no método de detecgdo utilizado mas sim na capacidade de perceber
a tépida eliminac@io do HyO; nos tecidos bem como na adequagio do método 4 situagdo
experimental.

Com base nos problemas discutidos acima podemos, de forma simples, perceber que a
determinacdo da produgio de EROs pelas células musculares durante o exercicio realmente
nio ¢ uma tarefa muito ficil. Isso entfio, implica que um cuidado especial deve sempre ser
tomado antes de decidir o método experimental utilizado e principalmente o tipo de
amostra a ser analisado. Em adicdo, podemos ainda assumir que certos tipos de amostras
como homogenato de tecido muscular e sangue parecem definitivamente ndo ser
representativas da produgio de EROs pelas células musculares durante o exercicio.

Devido a todas essas dificuldades existentes, nos iltimos anos muitos estudos tem
suxgidb éj-}resentando métodos cada vez mé.ié Iai.:ra'tivos. para detenﬁiﬁég:éo' de EROs.
Atualmente, sondas fluorescentes capazes de reagir com as diferentes espécies reativas de
0, tem sido amplamente utilizadas como método de determinacio de ataque oxidativo em
leucocitos e outros diferentes tipos de células (Bass et. al., 1983; Szejda et. al, 1984;
Burow & Valet, 1987; Kehrer & Paraidathathu, 1992; LeBel et. al., 1992; Carter et. al,
1994; Kojima et. al., 1998; Murrant et. al, 1999). Estas sondas, conhecidas como 2,7-
Diclorodihidrofluoresceina-diacetato  (DCFH-DA) (reativo ao H;0;) e 4.5-
Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2-DA) (reativo ao NO) apresentam uma grande
vantagem em relacio aos métodos anteriormente descritos, podendo ser usadas como
marcadores oxidativos tanto no meio intracelular como no meio extracelular. Por serem
compostos apolares essas sondas difundem-se facilmente através da membrana celular em
diferentes tecidos. Dentro da célula o grupo diacetato é facilmente hidrolizado por esterases
citosolicas deixando livres as moléculas de DCFH e DAF-2. Dessa forma, proporcionam
um excelente substrato ao H>O: e ao NO gerados em excesso durante aumento do

metabolismo oxidativo. Outra sonda fluorescente utilizada em nosso estudo foi Proxil



Fluorescamina (fluoréforo-nitroxido), um composto polar capaz de se reduzir 3 sua
correspondente hidroxilamina ao reagir com o superéxido na presenca de agentes redutores
tem sido apresentado na literatura como uma especifica e atraente sonda para deteccio do

radical superéxido (Finkelstein et. al., 1984; Pouet. al., 1993).

1.1 - DETERMINACAO INTRA E EXTRACELULAR DE NO EM CULTURAS DE
CELULAS MUSCULARES.

Nos ultimos anos houve uma grande expansio nas investigacSes sobre a produgic
de NO em c€lulas musculares. Esse interesse deve-se principalmente aos importantes
papéis do NO em vérios processos fisiologicos no tecido muscular, incluindo regulacio
metabélica, regulacdo do fluxo sanguineo, expressio génica e modula¢fio no processo de
contragdo muscular (Wolin et. al, 1997; Bredt, 1999; Reid, 2001). Apesar de sua
importéncia fisioldgica a excessiva produgio do NO pelas células musculares durante o
exercicio pode exercer diferentes efeitos modulatérios no processo de contracdo. Estudos
utilizando musculos diafragma isolados mostram que a forca de contratilidade durante

contragbes subméximas foi aumentada com a inibigio da NOS. Por outro lado, o efeito
oposto,comdlmmmg:éo da Iféﬁ;a submadxima, foi verificado com a adicfio de doadores de
NO (Kobzik et. al., 1994; Andrade et. al., 1996). Embora 0 mecanismo exato permaneca
desconhecido, alguns investigadores sugerem que o NO exerce seus efeitos inibindo
diretamente a interagfio entre o Ca™ e os miofilamentos contréteis (Aghdasi et. al., 1997),
ou afetando o padréio de deslizamento dos miofilamentos reduzindo a velocidade méxima
de encurtamento e diminuindo a atividade da ATPase (Galler et. al., 1997; Perkins et. al.,
1997). O NO pode ainda exercer seus multiplos efeitos indiretamente, diminuindo a
produgio de energia via redugfio da respiragio mitocondrial, inibindo a atividade da
citocromo oxidase (Cleeter et. al., 1994). Seus efeitos indiretos podem ainda causar inibi¢do
das enzimas citosolicas gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e creatina quinase (Mohr et,
al., 1996; Gross et. al., 1996). Em adicfo, tem sido mostrado que o NO pode interagir com
O, formando ‘'ONOO, uma potente espécie oxidante, capaz de causar dano oxidativo em
diversos compostos intracelulares (Beckman et. al., 1990; Goss et. al., 1999). Em conjunto,

esses resultados indicam que o NO exerce um potente efeito inibidor no processo de
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contragio do musculo esquelético. No entanto, pouco ainda se conhece a respeito da
regulacio da produgdio de NO em células musculares, pois grande parte das evidéncias
existentes sfio “indiretas” via aumento da atividade da NOS (Nakane et. al., 1993; Kobzik
et. al., 1994;. Frandsen et al. 1996), ou pela utilizac@io direta de doadores de NO (Kobzik et.
al,, 1994; Andrade et. al, 1996). Por outro lado, uma limitada quantidade de estudos tem
proporcionado evidéncias “diretas™ da formagio de NO em células musculares. Balon &
Nadler (1994) usando um método de gquimioluminescéncia encontrou um significante
aumento na producio de NO apds estimulagiio elétrica in situ comparado com o controle
ndo estimulado. Porém, as células endoteliais presentes no tecido vascular tem uma grande
quantidade de NOS tornando dificil a interpretagio de que o NO fora produzido somente
pelas células musculares. Em outro estudo, Tidball et. al. (1998), usando um método
espectrofotométrico, verificaram um auento de 42% na produgéo de NO em culturas de
células musculares estimuladas por pressfo. Apesar da detecgio dos aumentos
significativos na produgdo de NO, os autores neste estudo ndo removeram o sinal do
marcador de NO utilizado, tornando incerta a especificidade do método. Portanto, por causa

das limitagdes metodoldgicas, os estudos acima ainda proporcionam poucas evidéncias de

..que 0 NO é produzido pelo musculo esquelético durante contragdes. Apesar do grande

nimero de estudos pouco ainda se conhece a respeito da formagfio do NO em células
musculares. Entfio devido a grande implicagio fisiologica do NO em células musculares
seria fundamental o estabelecimento de um método capaz de medir a formagio de NO
nesse tipo de células. Atualmente, a sonda fluorescente 4,5-diaminofluorescein (DAF-2-
DA/ DAF-2) um detector especifico de NO introduzido por Kojima et. al. (1998) vem
sendo amplamente utilizada em sistemas biologicos (Nakatsubo et. al. 1998; Lopez-
Figueroa et. al., 2000). Sua grande vantagem ¢ que o DAF-2-DA ¢ um composto apolar ¢
pode facilmente atravessar a membrana celular. Uma vez no seu interior a molécula de
diacetato (DA) ¢é rapidamente hidrolizada por esterases citosolicas. O DAF-2 formado
prende seletivamente o NO entre dois grupos amino em sua molécula produzindo o

composto fluorescente triazolofluoresceina.
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1.2 - DETERMINACAO INTRA E EXTRACELULAR DO H,0, EM CULTURAS
DE CELULAS MUSCULARES.

Estudos anteriores usando ressondncia paramagnética de elétrons (EPR) ia
proporcioparam evidéncias de que as EROs sio formadas no tecido muscular durante
contragdes (Davies et. al. 1982; Jackson et. al, 1985). Porém, estes autores nio foram
capazes de identificar as EROs produzidas durante o processo de contracfio muscular. Em
contraste, Reid et al. (1992), utilizando o citocromo ¢ como detector do O™~ em musculo
diafragma de rato estimulado eletricamente, mostraram um significante aumento na
liberagio extracelular do O,"” comparado como o controle ndo estimulado. Resultados
similares foram verificados por McArxdle et. al. (2001) em musculo sblec incubado com
citocromo ¢ como detector do radical O, ™. O'Neill et. al. (1996), usando a hidroxilagdo da
fenilalanina demonstraram que o ‘OH ¢ produzido in situ pelo misculo esquelético durante
contragdes. Apesar da identificagiio das EROs envolvidas, estes estudos foram conduzidos
em modelos experimentais utilizando musculo esquelético isolado ou animais intactos.

Nessas condiges, o tecido vascular, um importante sitio de produgéo de EROs, ndo pode
| ser .béx.nplétaméhte isolado, tornando questionavel a fonte principal de formagio de EROs
durante as contragBes musculares. Em adi¢do, a formacfio do H,Q,, uma das mais
importantes EROs, ainda nfo foi mostrada em muisculo esquelético. Embora o H,O» no
seja um radical livre, tem sido considerado uma das mais importantes EROs devido a sua
alta capacidade de difusdo extracelular (Yu, 1994) e também pela sua alta capacidade de
gerar o radical OH, altamente reativo, via rea¢do de Fenton (Aruoma & Halliwell, 1987) ou
reacdo de Haber-Weiss (Haber & Weiss, 1934).

O uso do 2,7-Diclorofluorescein diacetato (DCFH-DA) foi originalmente descrito por
Keston & Brandt (1965) como um método fluorescente para determinagio de H,0,. Por ser
um composto apolar, pode atravessar facilmente a membrana celular e uma vez dentro das
células o DCFH-DA ¢ hidrolizado por esterases citostlicas no composto hidrofilico DCFH.
DCFH rapidamente reage com o H,O, na presenca de peroxidase, citocromo ¢ ou Fe™,
dando origem ao produto fluorescente DCF. Nos ultimos anos, este método tem sido
amplamente utilizado para medir a formagio do H,O; em diferentes tipos de tecidos,

incluindo neutréfilos, células endoteliais, células do sistema nervoso central e células
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musculares (Bass et. al., 1983; Szejda et. al.,, 1984; Burow & Valet, 1987; Reid et. al,
1992; Royall & Ischiropoulos, 1993). Apesar da sua alta afinidade pelo H,02, outras EROs
também podem oxidar o DCFH (Zhu et. al., 1994; Reyk et. al., 2001).

1.3 - DETERMINACAQ IN VIVO DA PRODUCAO DE H;0; EM COMBINACAO
COM A TECNICA DE MICRODIALISE EM MUSCULC ESQUELETICO DE
RATO SUBMETIDO A CONTRACOES.

Atualmente ainda & muito comum em andlises clinicas e em pesquisas basicas na
area biologica examinar as alteracbes metabdlicas intracelulares pela determinagfio das
alteragdes plasmaticas de um determinado composto. Porém, esses métodos de
determinagdo plasmitica podem pdo proporcionar informagdes precisas sobre as alteragBes
intracelulares tornando as medidas sanguineas irrelevantes. A principal razdo para essa
discrepéncia estd nas diferentes caracteristicas cinéticas apresentadas pelos diferentes
compostos nos diferentes compartimentos corporais, como o meio intracelular, meio
intersticial e o sangue. Entdo, as medidas realizadas em amostras de sangue podem ser
.g.:(.)_mpl.e.témente diferentes daquelas realizadas no meio intersticial, onde as alteracdes de um
determinado composto ¢ esperada para refletir com maior confianga as alteragdes
intracelulares (Lonnroth, 1991). Como uma possivel solugio para este sério problema
metodolégico, novas técnicas invasivas foram desenvolvidas incluindo a técnica de
microdialise. Originalmente utilizada em 1972, a técnica de microdialise tem sido
considerada como um atrativo instrumento para o estudo das alteragdes metabélicas in situ,
uma vez que ela permite o continuo monitoramento e manipulagdo do liquido intersticial
(Lonnroth & Smith, 1990). Seu principio bésico consiste na difusdo de um determinado
composto por uma membrana semi-permeavel inserida em um tecido especifico. O
continuo fluxo de substdncia do interior da membrana de microdidlise para o meio
intersticial e vice-versa permite a determinagdio da concentragdo de um determinado
composto intracelular no liquido dialisado. Outra vantagem desse método consiste na sua
capacidade de perfundir um determinado tecido com um agente farmacologico em
concentragdes relativamente altas, produzindo um grande efeito local sem grandes

alteragdes sistémicas (Arner & Bolinder, 1991; Ungerstedt, 1991).
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Este metodo, portanto, tem sido amplamente utilizado nos dias atuais no estudo de
diferentes compostos intersticiais em diferentes tecidos, incluindo o misculo esquelético
(Speciale et. al., 1988; Amberg & Lindefors, 1989; Hamberger, 1989; Simonsen et. al.,
1994; Maggs et. al., 1995).

14 - FORMACAQO EXTRACELULAR DO RADICAL SUPEROXIDO EM
CULTURA DE CELULAS MUSCULARES E MUSCULG ESQUELETICO
ISOLADO DURANTE CONTRACOES.

Atualmente o radical 4nion superdxido tem sido considerado uma das mais
importantes especies reativas de oxigénio (EROs) produzida em nosso organismo,
especialmente por ser o primeiro intermedidrio na redugio univalente do O, no processo de
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, dando origem a muitas outras espécies reativas,
incluindo principalmente o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (OH) (Yu,
1994; Halliwell, 1996). Portanto, a regulaco dos niveis de O, ™ tem sido considerada
fundamental para o estabelecimento do balango redox na maioria dos tecidos em nosso

organismo, inciuindo o tecido muscular esquelético, um importante sitio de produgdo de

""EROs durante o estado basal de repouso e durante o exercicio, onde o consumo de O, &

muitas vezes aumentado (Davis et. al., 1976; Meydani & Evans, 1993; Bangsbo, 2000).
Estudos recentes tem mostrado evidéncias de que o exercicio fisico pode aumentar a
formacdo de EROs ao ponto de superar a capacidade do sistema de defesa antioxidante
(Davies et. al. 1982; Jackson et. al., 1985; Clanton et. al, 1999). Nessas condigdes, o
balango redox das células do tecido ¢ alterado para um estado mais oxidado, causando lesio
e comprometimento das fungdes bioldgicas de diferentes tecidos, incluindo o tecido
muscular esquelético (Andrade et. al.,, 1998; Clanton et. al., 1999).

Lynch & Fridovich em 1978, foram os primeiros a mostrar que o radical O, ~
produzido nas hemacias pode ser liberado do meio intra para o meio extracelular via canais
ibnicos de membrana. Em musculo esquelético isolado, Reid et. al. (1993) em um elegante
estudo, confirmaram os achados de Lynch & Fridovich (1978). Porém, no modelo
experimental de Reid e co-autores (1992), o tecido vascular, um importante sitio de

formagdo do O ™ ndo pode ser completamente removido, tornando questionavel a
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interpretagiio dos resultados, assim como a fonte geradora do O; . Em adigio, na
preparagiio de misculo isolado, a presencga de algumas células sanguineas, as quais séo
conhecidas fontes de producdo de EROs, como hemdcias e neutréfilos pode ocorrer,
interferindo nos resultados finais. Além do modelo experimental, outra importante varidvel
gue pode influenciar na liberagio extracelular do O;™" € o perfil bioquimico do miscuio
envolvido. Evidéncias sugerem que tecidos com alto potencial oxidative exiberm uma maior
capacidade oxidativa, bem como uma maior atividade antioxidante comparados aqueles de
menor potencial oxidativo. Entdo, podemos especular que a produgio final do O:" " e a
adaptaciio do sistema de defesa amtioxidante devam muito provavelmente, ser musculo
dependente. Isso significa que a produgfo final do 02" ou de outra espécie de oxigénio
dependera sempre do balango oxidante/antioxidante intramuscular. Embora a formago
intracelular de >~ tenha sido bastante explorada, pouco se conbece a respeito da sua
liberaciio extracelular {Carter et. al., 1994; Budd et. al., 1997; Al-Mehdi et. al., 1997; Satoh
et. al, 1998; Zuo et. al., 2000). Entdo, apesar da determinagfio absoluta da produgdo de
EROs ser ainda uma tarefa complicada, a deteccio extracelular do O;'” pode ser vantajosa
na aplicagio in vivo. Nos iltimos anos o fluido intersticial tem sido alvo de importantes
investigagbes nas alteragdes de diferentes compestos metabdlicos produzides no meio
intracelular em estudos in vivo. As andlises neste compartimente viabilizam a determinagéo
das alteragdes de compostos muito instaveis. Devido a esta instabilidade estes compostos
dificilmente poderiam alcan¢ar o sangue, um compartimento ainda bastante usado nas
investigacdes de muitos compostos metaboélicos de baixa estabilidade. Atualmente, diversos
métodos para detecclio de EROs estio disponiveis na literatura, entre eles podemos destacar
os métodos de espectrofotometria, quimioluminescéncia, ressondncia paramagnética de
elétrons (EPR) e fluorescéncia. Todos estes métodos apresentam vantagens ¢ desvantagens,
porém, o método de fluorescéneia ainda tem sido o mais indicado, pois além da alta
sensibilidade, este método pode facilmente ser aplicado em modelos ir vivo, onde espera-se
uma formacgfio de EROs muito baixa, exigindo o emprego de um método de deteccdo que
apresente alguma sensibilidade (Jenkins, 2000).
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2 - OBJETIVOS:

Nosso objetivo principal no presente estudo foi de estabelecer métodos capazes de
determinar a formacdo de 0,7, HoOs ¢ NO com alta sensibilidade e seletividade em
culturas de células musculares, em musculo esquelético isolado € in vivo. Para realizagfio

deste estudo nosso objetivo principal foi dividido em 3 etapas:

1 — Determinag@o da formacgfo intra e da liberagio extracelular de NO e H,Q; em culturas
de células musculares utilizando sondas fluorescentes durante contracdes induzidas por

estimulo elétrico.
2 - Determinacfio da formacfio extracelular do O,'~ em culturas de células musculares e
misculo esquelético iselado utilizando sonda fluorescente durante contragdes induzidas por

estimulo elétrico.

3 — Determinaco da formaciio de H,0, in vivo utilizando sonda fluorescente em

- combinagdo com a técnica de microdidlise durante contragdes induzidas por estimulo

elétrico.
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1. MATERIAIS E METODOS GERAIS

3.1 - ISOLAMENTO E CULTURA PRIMARIA DE CELULAS MUSCULARES
ESQUELETICAS DE RATO.

Todos procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas da
Convengic Européia de Protegio de Animais Vertebrados Usados para Propostas
Cientificas ¢ Experimentais (Council of Europe NOI1Z3, Strashourg, France, 1985). Ratos
Wistar machos pesando entre 150 — 200 g foram sacrificados com CO; injetado dentro de
um recipiente lacrado e com capacidade de 5L de volume. Este procedimento induz a morte
do animal em menos de 3 min. Rapidamente os misculos séleo, gastrocnémio e quadriceps
fomnural foram isolados em DPBS contendo glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v).
Durante 10 min o tecido muscular foi triturado e a suspensdo digerida com colagenase I
1,5 % (wiv), tripisina 2,5 % (w/v) e DNAse 0,1% (w/v) em DMEM contendo glicose 1% |
{(w/v) e penicilina 1% (v/v) a 37° C por 30 min. DMEM (15 mL) contendo soro de cavalo
10 % (v/v), soro de feto bovino 10 % (v/v), L-glutamina 2 mM ¢ penicilina 1% (v/v} foi
adicionado (meio de crescimento). A suspensdo foi centrifugada a 300 g, 2 4° Cpor 8 N €
o sobrenadante descartado. 20 mL do meio de crescimento foram novamente adicionados, 2
suspensdo foi filtrada através de um filtro esterelizado com poros de 50 pm e as células
foram sedimentadas em prato de 90 mm de didmetro por 30 min a 37° C. Durante este
intervalo, os fibroblastos se fixam ao funde do prato enquanto os mioblastos permanecem
em suspensdo. O meio livre de fibroblastos foi removido e as células foram contadas ¢
sedimentadas em pratos de 13 mm cobertos com matrigel 0,1 % (w/v) por 24 h a uma
densidade de 6x10" células por prato. Entre 48-72 h apds o inicio da preparaglo das
sulturas, o meio de crescimento foi alterado para meio de fusfo contendo soro de cavalo 10
% (v/v) ¢ L-glutamina 2 mM (Lynge et. al., 2001). Todos os experimentos foram realizados

entre 0 5° e 10° dia apés a preparagio final das culturas de células.



A figura 3 mostra o esquema de isolamento de células musculares e a preparacfio da

cultura.
Fibroblastos
removidos
Membros Mioblastos
removidos
Adicfo de meio de fuso,
permitindo os mioblastos
se fundirem formando as
Digestio fibras musculares
do tecido

Mioblastos e
fibroblastos

Figura 3: Isolamento e cultura primaria de células musculares esqueléticas de rato.



3.3 - CULTURA PRIMARIA DE CELULAS MUSCULARES:

A figura 4 mostra o desenvolvimento das culturas de células musculares ¢ o
processo de fusio com a formagfio de fibras seguido atraves de micrografias eletrdnicas.

Figura 4: As micrografias ilustram as diferentes fases de crescimento das culturas prirarias
de ceiufas musculares. A: Isolamento dos mioblastos em meio de crescimento (1° dia). B e
C: Desenvolvimento dos mioblastos em meioc de crescimento (2° e 3° dia
respectivamente). D: Inicio da fusfio dos mioblastos em meio de crescimento (4° dia). E:
Fusio dos mioblastos em meio de fusfio (5° dia). F: Estégio final de formac3c dos miocitos
maduros (6° dia).



3.3 - ESTIMULACAQ ELETRICA DAS CULTURAS DE CELULAS
MUSCULARES:

As células no seu estagic maduro foram estimuladas através de um par de eletrodo
de prata em pratos de cultura medindo 13 mm de didmetro. Dois protocolos de estimulagio
elétrica previamente descritos por Hellsten & Frandsen (1997) foram uiilizados e

comparados a contraclio espontdnea das células em repouso (grupo controle).

Protocole de intensidade moderada: O protocolo consistiu de sessdes (“trains”)
de estimulos com duragfo de 0,5 s e com intervalos de 0,5 s de pausa. Dentro das sesstes
os estimulos foram de 1 ms de durag8io (“width™ e com 0,1 s de intervalo de pausa entre os

estimulos a uma tensfio de 30 V.

Protocole de intensidade alta: O protocolo consistiu de sessdes de estimulos com
duracdo de 0,7 s e com intervalos de 0,3 s de pausa. Dentro das sessdes os estimulos foram

de 1 ms de duracio ¢ com 0,01 s de intervalo de pausa entre os estimulos a uma tensio de

S0 V.

3.4 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CREATINA QUIINASE
{CK}:

A atividade da enzima CK foi determinada por espectrofotometria a 340 nm através
do kit reagente CK (Sigma). Em resuino, 20 ul do sobrenadante foram adicionados a 1 mL
do reagente CK e incubados a 37° C durante 3 min. A absorbancia foi monitorada a cada
30 s durante 120 s e a atividade da enzima foi determinada conforme descrite no manual de

procedimentos do kit reagente CK.

20



3.5 - DOSAGEM DE PROTEINA:

O conteido de proteina das culturas de células foi determinado por
espectrofotometria através do kit BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA). Em
resumo, 25 pl. do sobrenadante foram adicionados a 500 uL do reagente BCA e mantidos
por 2 h a temperatura ambiente. A absorbéncia foi monitorada a 550 nm e as concentragbes
de proteina das amostras foram determinadas através de uma cwrva padrio com

concentragdes conhecidas de proteina.

3.6 - ANALISE ESTATISTICA:

Os dados estio apresentados como média + EP e os testes ANOVA (1 via)
paramétrico seguido de Sheffé ¢ teste t>Student para amostras independentes foram usados
para as andlises dos resultados. O nivel de significncia estabelecido foide P < 0,05. O
software utilizado foi “STATISTICS FOR WINDOWS”, 4.3 (Statsoft, Inc. 1993). Em

alguns casos isolados os resultados foram expressos como média + DP.
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4 - MATERIAIS E METODOS ESPECIFICOS:

4.1 - DETERMINACAG DE NO IN VITRO:

Reagentes: 4,5-Diaminofluoresceina (DAF-2) e 4,5-Diaminoflucresceina diacetato
(DAF-2-DA) foram obtidos da Molecular Probes, Europe BV. Meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), soro de cavalo e soro bovino foram obtidos da Gibco. Colagenase II,
tripisina e penicilina foram adquiridos da Boehringer Mannhein. DNAse, Tampgo fosfato-
salina de Dulbecco (DPBS), N®-nitro-L-arginine (L-NA), hemoglobina (Hb), nitroprussiato
de sédio (SNP), S-mitrosotiol doador de NO (SNAP), tiron, arginina e bradicinina foram
adquiridos da Sigma (Dinamarca). As solugdes utilizadas foram sempre preparadas

diariamente, momentos antes do inicio dos experimentos.

Curva padro: Os experimentos in vitro na auséneia de células foram realizados
para testar 0 uso da sonda fluorescente DAF-2 como um detector do NO. As reagBes foram
realizadas em sulfato de cobre (0,1 M) e pH 7.4. O volume final foi de 1 mL e a reacdo foi
iniciada pela adi¢8io de concentragdes crescentes de SNAP como doador de NO (0, 300,

600, 900, 1200 e 6000 nM) e DAF-2 (10 uM). A intensidade de fluorescéncia medida em
| espectroﬂuornnetro(I*Iltachymodelo F2000) emitida pelo DAF-2 foi monitorada durante
1000 s. As analises foram realizadas nos seguintes comprimentos de onda: emissio 515 nm
¢ excitagdo 490 nm. Durante todo experimento o meio de reagio na cubeta foi agitado e a

temperatura mantida em 37° C.
4.1.2 - CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS:

Tecido adiposo localizado no peritoneo de ratas gravidas de 21 dias foi isolado e
dissecado. As células do tecido microvascular endotelial foram purificadas como descrito
por Wagner & Matthews (1975). O tecido adiposo foi digerido com 0,2% de colagenase a
37° C por 20 min. DMEM contendo 20% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina e
penicilina 1/1 (v/v) foram adicionados ¢ a suspensfo centrifugada a 300 g, 4° C por 10 min.
O sobrenadante foi descartado, as células suspendidas em 10 mL de DMEM e filtradas

através de um filtro esterelizado com poros de 50 pm. As células foram centrifugadas e
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novamente resuspendidas em meio de crescimento DMEM contendo soro de cavalo 10 %
(v/v), soro fetal bovino 10 % (v/v), L-glutamina 2 mM, penicilina 1% (viv) e 30 UmL" de
heparina. As células foram entdio identificadas com o Dil-Ac-LDL (*1,1"-dioctodecil-
3.3.3",3 -tetrametil-indocarbociamina perclorato — lipoproteina de baixa densidade-
acetilada) (Voyta et. al. 1984). Posteriormente, as células endoteliais foram colocadas em
pratos de 13 mm contendo meic de crescimento DMEM numa razio de 1:3. Todos os

experimentos foram realizados entre o 5° e 8° dia apds a preparagdo final das células.

413 - ESTIMULACAO QUIMICA E DETERMINACAO EXTRACELULAR DO
NO EM CULTURAS DE CELULAS ENDOTELIAIS:

Por serem um bem estabelecido sitio de produgfio de NO (Palmer et. al, 1987;
Palmer et. al., 1988), culturas de ¢élulas endoteliais foram utilizadas como experimento
controle. As células foram lavadas e mantidas a 37° C em 200 pL de solugdo Krebs Ringer,
contendo DAF-2 (10 uM) e estimuladas quimicamente com bradicinina (1uM) durante 10
min. Imediatamente apds, amostras de 50 pL foram coletadas ¢ a intensidade de
fluorescéneia do DAF-2 foi medida conforme descrito anteriormente. Para verificar a
especificidade do método, L-NA (300 uM) foi utilizada como inibidor da enzima NOS
(Gunasekar et. al., 1995; Lopez-Figueroa et. al., 2000). Os resultados foram comparados
com o experimento controle sem bradicinina. Todos os experimentos foram realizados em

ambiente protegido de luz para evitar a oxidagfio do DAF-2.



414 - DETERMINACAO INTRACELULAR DO NO EM CULTURA DE
CELULAS MUSCULARES:

As células em seus estagios maduros, 6 x 10 por prato, foram lavadas com solucio
de Krebs Ringer e mantidas a 37° C em 200 uL de soligio Krebs Ringer contendo em mM:
NaCl 118,5, NaHCO; 24,7, KC1 4,7, MgS0, 1,18, KH,PO;4 1,18, CaCl 2.5 ¢ equilibrada
com 95% Oy ~ 5% CO.. Hepes 25 mM e glicose 5 mM foram adicionados e o pH ajustado
em 7.4. Em seguida, as células foram carregadas com DAF-2-DA (10 pM) por 20 min.
Apds 20 min, foram lavadas novamente como descrito acima e adicionados 200 uL da
solugiio de Krebs Ringer. O estimulo elétrico de alta e moderada intensidade foi aplicado
durante 20 min e imediatamente apés, o meio extracelular foi removido e 60 ul. de H,O
adicionados as culturas. As células foram raspadas, a suspenséo rapidamente centrifugada a
12.000 g por 15 s e amostras de 50 pl do sobrenadante imediatamente coletadas. A
intensidade de fluorescéncia do DAF-2 foi medida nos seguintes comprimentos de onda:
emissdo a 515 nm e excitacdo a 490 nm. Para verificar a especificidade do método L-NA
(300 uM) foi adicionado. Em experimentos independentes, Tiron (1 mM), um antioxidante
intraceinlar do O7 e Arginina (500 uM) como substrato da NOS foram utilizados. Durante
 todo experimento o meio de reaglo na cubeta foi agitado e a temperatura mantida em 37° C.
Todos os experimentos foram realizados em ambiente protegido de luz para evitar a répida
oxidacio do DAF-2.



4.1.5 - DETERMINACAO EXTRACELULAR DO NC EM CULTURA DE
CELULAS MUSCULARES:

As células em seus estdgios maduros, 6 X 10* por prato, foram lavadas e mantidas a
37° C em 200 ul de solugio Krebs Ringer conforme descrito anteriormente para as
andlises de NO no meio intracelular. Em seguida, as células foram carregadas com DAF-2
(10 uM) e estimuladas eletricamente pelos protocolos de alta e moderada intensidade
durante 20 min. Amostras de 50 uL foram imediatamente coletadas no meio extracelular e
a intensidade de fluorescéneia do DAF-2 foi medida em um espectrofluorimetro (Hitachi,
modelo F2000) durante 60 s. Os comprimentos de onda foram estabelecidos em emisséo a
515 nm e excitacfo a 490 nm. Para verificar a especificidade do método L-NA (300 uMj)
foi adicionado.

4.2 - DETERMINACAO DO H,0, IN VITRO:

Reagentes: 2°,7 -Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) foi obtido da
Molecular Probes, Europe BV (Holanda). Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
 soro de cavalo e soro bovino foram obtidos da Gibco. Colagenase I, tripisina e penicilina
foram adquiridos da Boehringer Mannhein (Alemanha). DNAse, Tampdo fosfato-salina de
Dulbecco (DPBS), glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPX), catalase
(CAT), superoxido dismutase (SOD), dimetilsuféxido (DMSO), D-fenilalanina (D-Fenil),
hemoglobina (Hb) e arginina (arg), NC-pitro-L-arginina (L-NA),_tiron, peréxido de
hidrogénio (H202), nitroprussiato de s6dio (SNP), xantina (XA) e xantina oxidase (XO)
foram adquiridos da Sigma (Dinamarca). As solugdes utilizadas foram sempre preparadas

diariamente, momentos antes do infcio dos experimentos.

Solucio estoque de DCFH: DCFH foi preparado através da hidrélise do grupo
diacetato apds algumas modificages do método de Cathcart et. al. (1983). Em resumo, 5
mg de DCFH-DA em 2 mL de metanol foram misturados a 2 mL de NaOH (0,05 N) em pH
7,0 . A hidrélise ocorreu em temperatura ambiente, protegido da luz por 30 min. Em
seguida, a mistura foi neutralizada com NaH,PO, (50 mM) em pH 7.4. Esta solugdo final
foi entfio dividida em aliquotas de 25 pL, protegidas da luz e estocadas a -20° C.
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4.2.1 - EXPERIMENTOS IN VITRO NA AUSENCIA DE CELULAS:
Determinacio do H,0,:

Curva padrio: Os experimentos in viro foram realizados para testar o uso da
sonda fluorescente DCFH como um detector do HyO.. As reacdes foram realizadas em
tampiio Tris-HCI (40 mM), pH 7.4. O volume final foi de 1 mL contendo citocromo ¢ (10
uM) e DCFH (10 uM). A reagfo foi iniciada pela adicfio crescente de H,0, (0, 10, 20, 30,
40, 50, e 100 uM). A oxidacio do DCFH foi monitorada pela intensidade de fluorescéncia
(Hitachi, modelo F2000) emitida pelo DCFH oxidado durante 300 s. As analises foram
realizadas com emissdo a 525 nm e excitag@io a 488 nm. Durante todo experimento o meio

de reagfo na cubeta foi agitado e a temperatura mantida em 37° C.
4.2.2 - DETERMINACAQ EXTRACELULAR DO H,0,:

As células em seus estagios maduros, 6 x 10° por prato, foram lavadas e mantidas a

37° C em 200 pL de solugzo Krebs Ringer contendo em mM: NaCl 1185, NaHCO; 24,7,
~ KCI 4.7, MgSOs 1,18, KE,PO; 1,18, CaCl, 2,5 ¢ equilibrada com 95% O, - 5% COs.
Hepes 25 mM e glicose 5 mM foram adicionados e o pH ajustado em 7,4. Em seguida,
DCFH (10 uM) foi adicionado e o estimulo elétrico foi aplicado conforme descrito
anteriormente durante 20 min. Amostras de 50 pL foram imediatamente coletadas no meio
extracelular e a intensidade de fluorescéncia do DCFH oxidado foi monitorada em um
espectrofluorimetro (Hitachi, modelo F2000) durante 60 s, com emissio a 525 nm e
excitagio a 488 nm. Para detecgfo extracelular do H,O, GSH (0,5 mM)-GPX (5 UmL ™) e
CAT (300 U.mL™) foram adicionados como sequestradores do H>0,. SOD (30 U.mL™) e
D-fenilalanina (1 mM) foram usados como sequestradores do O, ~ e ‘OH, respectivamente.
L-NA (300 uM) foi utilizado como inibidor da enzima NOS. Todos os antioxidantes e
inibidores foram adicionados imediatamente antes da estimulacio elétrica e os
experimentos realizados em ambiente protegido de luz para evitar a rapida oxidacdo do
DCFH.
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4.2.3 - DETERMINACAQ INTRACELULAR DO H;0;:

As células em seus estagios maduros, 6 x 10° por prato, foram lavadas com solugdo
Krebs Ringer € mantidas a 37° C em 200 uL solugfo Krebs Ringer como descrito no item
anterior e carregadas com DCFH-DA (10 pM) por 20 min. Em seguida, foram lavadas 2
vezes e novamente adicionados 200 uL da solugfio de Krebs Ringer. O estimulo elétrico de
alta intensidade foi aplicado durante 20 min e imediatamente apds, 0 meio extracelular foi
removido e 60 pL de H,O foram adicionados as culturas. As células foram raspadas, a
suspensdo rapidamente centrifigada a 12.000 x g por 15 s e amostras de 50 ul
imediatamente coletadas no sobrenadante. A intensidade de fluorescéncia do DCFH
oxidado foi medida conforme descritc no item anterior. Para a detecgio intracelular das
EROs, GSH (0,5 mM), tiron (1 mM) e DMSO (10 mM) foram adicionades como
sequestradores do H,0z, 02" e ‘OH respectivamente. L-NA (300 pM) foi utilizado como
inibidor da enzima NOS. Todos os sequestradores e inibidores foram adicionados 20 min
antes da estimulacgdio elétrica e os experimentos realizados em ambiente protegido de luz

para evitar a rapida oxidacio do DCFH.
4.3 - DETERMINACAO DO H,0, IV VIVO:

Reagentes: 2°,7 -Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) foi comprado da
Molecular Probes, Furope BV. Fc OxyBURT consiste da molécula de DCFH (PM 487,29)
ligada covalentemente & molécula de albumina de soro bovino (BSA, PM ~74.000) ¢ foi
adquirido da empresa Molecular Probes, Europe BV (Holanda). Todos os demais reagentes
utilizados foram adquiridos da Sigma Chemical (Dinamarca). As solugGes utilizadas foram

sempre preparadas diariamente momentos antes do inicio dos experimentos.
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4.3.1 - EFEITO ANTIOXIDANTE DA CAT E GSH-PX NA OXIDACAO DO DCFH
IN VITRO:

As reagBes foram realizadas em tampdo Tris-HCI (40 mM) e pH 7.4. O volume final
na cubeta foi de 1 mL contendo citocromo ¢ (10 uM) e DCFH (10 uM). A reagéio foi
iniciada pela adigio de H,O; (0, 10, 10° ¢ 10° nM). A inibicio da reaglo foi feita pela
adigfio de CAT (300 U.mL™) e GSH (0,5 mM)-PX (5 U.mL™). A oxidaciio do DCFH foi

monitorada conforme descrito no tem 4.2.2.

432 - EXPERIMENTOS N VITRO ATRAVES DA TECNICA DE
MICRODIALISE:

4.3.2.1 - MEMBRANA DE MICRODIALISE:
O modelo da membrana de microdidlise (GFE18, CMA Microdialysis, Suécia) foi

descrita anteriormente em maiores detalhes (MacLean et. al, 1999). Em resumo, a

'membrana feita de policarbonato possui poros com didmetros moleculares de 5000 Da e

um diametro externo (DE) e interno (DI) de aproximadamente 0,22 e 0,20 mm,
respectivamente. As extremidades da membrana foram conectadas a duas pecas de tubo de
nylon (DE 0,63 mm e DI 0,50 mm) e coladas de forma que o verdadeiro comprimento da
membrana para OS experimentos in vitro fosse de 30 mm e para os experimentos in vivo de
aproximadamente 8 — 10 mm. Em adigfio, uma linha de sutura (Ethicon) foi colada em
paralelo & membrana garantindo the uma maior resisténcia. O principio de funcionamento
dessa técnica utilizando membrana de microdidlise consiste na entrada da solucdo de
perfusdo por uma das extremidades tubulares da membrana seguido do monitoramento de
sua saida pela extremidade oposta. A superficie porosa da membrana permite o contato
permanente entre a solugdio de perfusdo ¢ o liquido do tampéo, ou no caso dos experimentos
in vivo, 0 eio extracelular. Portanto, as alterages de diferentes compostos metabélicos no
meio extracelular podem facilmente ser monitorados se um marcador especifico é utilizado

na solugfio de perfusio.
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43.2.2 - CURVA PADRAO:

Os experimentos in vitro e livres de tecido muscular foram realizados para testar o
uso da sonda fluorescente DCFH como detector do H;O; em combinagio com a técnica de
microdialise {figura 5). A membrana de microdialise foi colocada dentro de um becker
contendo Tris-HC1 (40 mM), pH 7,4. Uma de suas extremidades foi conectada a uma
bomba de microdidlise (modelo, spl01i Syringe Pump) e o becker colocado sobre um
agitador magnético com a temperatura do meio de reagfio mantida em 37° C por todo
experimento. A solugfio de perfusdo contendo Tris-HCI (40 mM), citocromo ¢ (10 pM) e
DCFH-BSA (10 uM) foi injetada através da membrana pela bomba de microdialise a um
fluxo de 2.5 pL.min’l. Posteriormente, concentragdes crescentes de HaO- (0, 10, 20, 30, 40,
50 e 100 uM) foram adicionadas ao meio de reagio contido no becker. Como inibidores da
reacio entre H>O, ¢ DCFH foram utilizados GSH (0,5 mM) ¢ GPX (5 U.mL"). Amostras
do dialisado (25 pL) foram coletadas, pesadas e imediatamente analisadas em um
espectrofluorimetro (Hitachi, modelo F2000) com emissdo a 520 nm e excitacdo a 490 nm.
A precisio da bomba de microdidlise foi sempre verificada pelas anlises dos valores de

peso do liquido dialisado.

Liguido de

perfusio
B.Olnbfl’d-e
microdialise :
H,0,
> OOOOO0O —
|
/’ 4 Liquido
/ dialisado
/ Tampio E
Membrana

Figura 5: Modelo dos experimentos com microdidlise in vitro.
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4.3.3 - EXPERIMENTOS IN VIVO:

~ Animais: Ratos Wistar machos, pesando entre 250-300 g foram mantidos a uma
temperatura de 22° C em um ciclo 12-h claro/12-h escuro (07:00 — 19:00 h), sem restricio

de agua e comida.

Procedimento Experimental: Todos procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com Convencdo Européia de Protecio de Animais Vertebrados Usado para
Propostas Cientificas e Experimentais (Council of Europe NO123, Strasbourg, France,
1985). Os animais foram inicialmente anestesiados intraperitonialmente com pentobarbital
de sodio (50 mg.kg de peso corporal”). A anestesia foi mantida com doses extras do
anestésico (5 mgkg de peso corporal’) a cada 30 min. A temperatura durante todo
experimento foi mantida a 37° C por meio de uma lAmpada incandescente. A pele de uma
das pernas do animal foi removida por completo e uma agutha (Venflon, iv, Dinamarca) foi
cuidadosamente inserida no musculo gastrocnémio medial no sentido paralelo as fibras
musculares. A distdncia final entre o sitio de entrada e saida da agulha foi de
. aproximadamente 20 mm. Como determinado. pela dissecagfio do miisculo gastrocnémio
apds-0s experimentos a membrana de microdialise foi inserida a cerca de 2 a3 mm abaixo
da fascia do musculo gastrocnémio. Em seguida, o animal foi colocado em uma plataforma
de perfusdo, sua perna imobilizada por meio de um pino inserido sob o tendfio patelar e
entdio fixado a plataforma de perfusio. De modo semelhante a extremidade distal também
foi fixada e o tenddo de Aquiles foi conectado a um transdutor isométrico de forca (modelo
220, Clevite Brush Mark). Finalmente, apds a imobilizagdo da perna do animal, a
membrana de microdidlise foi inserida no musculo gastrocnémio através da agulha de
microdidlise, sendo esta cuidadosamente retirada. Apdés a inserciio, a membrana foi
conectada a uma bomba de perfusdo (modelo, spl0li Syringe Pump) e o musculo
perfundido a um fluxo de 2 pL.min” durante 45 min com Krebs Ringer contendo em mM:
NaCl 118.5, NaHCO; 24,7, KCI 4,7, MgSO, 1,18, KI,PO, 1,18, CaCl, 2,5. Apds ser
equilibrada com 95% O, - 5% CO,, Hepes 25 mM e glicose 5 mM foram adicionados, o
pH ajustado em 7.4 ¢ a solugdo final mantida a 37° C por 15 min. Apds os 45 min iniciais,
foram adicionados a solugéo de perfuséo citocromo ¢ (10 puM) e DCFH-BSA (10 uM) e o
fluxo foi diminuido para 0.1 pL.min"'. Em seguida, apés a confirmacio da estabilizacio do
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sinal de linha de base durante 300 s, o protocolo de estimulagdo elétrica foi iniciado como
descrito no item seguinte e exemplificado na figura 21. Em experimentos independentes, os
antioxidantes CAT (300 UmL") e GSH (0,5 mM)-PX (5 Uml") foram adicionados &
solucio de perfusio como inibidores especificos da reagio entre o ¥,0; formado pelas
células musculares do animal sob estimulo elétrico e o DCFH-BSA contido no liguido de

perfusio.

4.3.4 - ESTIMULACAO ELETRICA:

Apds um pequeno corte cirirgico proxime & regifio do quadril, um eletrodo de prata
foi cuidadosamente preso ao nervo esquidtico do animal e conectado a um estimulador
elétrico (Disa Impulse Generator, Dinamarca). Antes do inicio do protocolo de estimulacdo
elétrica ou durante os primeiros 30 s de contragdes, 0 comprimento ideal de repouso (Lo}
dos musculos da perna do animal envolvidos na contragio ¢ a tensdo ideal (Vo) foram
ajustados de modo a obter-se 0 maximo de forga durante a estimulagdo elétrica. O
protocolo de estimulagdo elétrica final foi realizado conforme descrito anteriormente por
_ Wojtaszewski et. al. (1996).

- Estimulaco intensa: sessOes de 200 ms foram aplicados a cada 1 s durante 900 s, a
frequéncia de impulsos foi de 100 Hz, a durag8io dentro das sessdes de 0,1 ms e a voltagem
de30x£2V.

4.3.5 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE FORCA:

Os valores de tenso desenvolvidos pelos misculos durante a estimulacdo elétrica
foram gravados por um registrador automatico em papel milimetrado. Pesos com massas
conhecidas de 2, 20, 50, 200 e¢ 500 g foram utilizados para a construgdo de uma curva
padriio. Os valores de massa foram plotados versus os valores da distancia percorrida pela
caneta do registrador automatico e os niveis de forga muscular média e maxima foram
determinados pela equagiio y = ax + b, onde os pardmetros “a” e “b” foram obtidos pelo

ajuste dos minimos quadrados das medidas experimentais.
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4.4 - DETERMINACAO DO RADICAL O, " IN VITRO:

Reagentes:  5-(2-carboxifenil)-5-hidroxi-1-((2,2,3,5-tetrametil-1 -oxipirrolidina-3-
y1)-metil)-3-fenil-2-pirrolin-4-one, proxil fluorescamina (F luoréforo-nitroxido) foi obtido
da Molecular Probes, Hurope BV (Holanda). Meio Eagle modificado por Duilbecco
(DMEM), solugdo salina balanceada de Hank (HBSS) sem Ca™, Mg™ ¢ fenol (Gibeo),
soro de cavalo e soro bovine foram obtidos da Gibeo. Colagenase 11, tripisina € penicilina
foram adquiridos da Boehringer Mannhein (Alemanha). DNAse, Tampao fosfato-salina de
- Dulbecco (DPBS), superéxido dismutase (SOD), xantina (XA), xantina oxidase (X0,
dimetil sulféxido (DMSO), 4cido dietilenotriaminapentaacético (DTPA), 4cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), forbol 12-miriestato 13-acetato_(PMA), cisteina e
sulfato de ferro (FeSO,) foram adquiridos da Sigma (Dinamarca). As soluges utitizadas

foram sempre preparadas diariamente, momentos antes do inicio dos experimentos.
4.4.1 - EXPERIMENTOS IN VITRO NA AUSENCIA DE CELULAS:

4.4.1.2 - Formac&o do radical 4nion superéxido (0, " ): O O, foi gerado pelo sistema
 xantina/xantina oxidase (XA/XO) O é@io foz reahzadoem cubeta de 1 cm acoplada a um
agitador magnético contendo 1,5 mL de solugéo tampéio KH,PO, (0,05 M), EDTA 10*, pH
7,4 ¢ xantina (400 uM). A reacfo foi iniciada pela adi¢o de XO em diferentes quantidades
(0.0001; 0,001; 0,0025; 0,005 € 0,01 U.mL™).

4.4.1.3 - Detec¢io do O;"": Para deteccfio do radical O, ~ foram adicionados na mistura de
reacdo cisteina (200 pM), nitréxido (50 pM) e DTPA (0,1 mM). A redugdio do nitréxido
para sua correspondente hidroxilamina na presenca de cisteina foi monitorada pela
intensidade de emissdo de fluorescéncia durante 15 min, como exibido no item resultados.
Para os experimentos de fluorescéncia, as analises foram realizadas nos seguintes
comprimentos de onda: emissdo 485 nm e excitaco 380 nm (Hitachi, modelo F2000).
Durante todo experimento o meio de reagio na cubeta foi agitado e a temperatura mantida
em 37° C. Os experimentos foram realizados em ambiente protegido de luz para evitar a

rapida oxidacdo do nitréxido.
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4.4.2 - ISOLAMENTO DE NEUTROFILOS:

Para verificar a eficiéncia do nitréxido na detecciio extracelular do O, 7, amostras
contendo neutréfilos, um conhecido tipo de célula capaz de liberar o radical O, ™ para o
meio extracelular, foram utilizadas em um experimento controle. O isolamento de
neutréfilos foi realizado segunde algumas modificagSes dos métodos de Boym (1564) ¢
Boym (1966). Sangue total de humanos contendo EDTA como anticoagulante (200 mM)
foi adicionado cuidadosamente sobre 3,5 ml de meio de separacio PMIN em tubo de
centrifuga de 10 ~ 12 mL. A amostra foi centrifugada a 450 - 500 g por 30 min em
temperatura mantida entre 18 - 22° C. Apos a centrifugacfio, 2 camadas foram visiveis. A
camada superior constituiu-se de células mononucleares e a inferior de neutrdfilos
polimorfonucleares (PMNN) (figura 6). Em seguida, a camada inferior foi cuidadosamente
aspirada através de uma pipeta Pasteur. As células PMNN foram transferidas para um tubo
de 10 mL, completando-se o volume com solugfo salina 0,9%. A amostra foi centrifugada a
400 g por 10 min em temperatura de 18 — 22° C. Neutrofilos (4 x 10%. mL") foram
resuspendidos em tampdo HBSS equilibrado com 95% O, — 5% CO., pH 7.4 e DPTA 0,1

4.4.2.1 - Deteccio do superdxido em neutrofilos:

1,5 mL do meio contendo neutrdfilos foram adicionados a uma cubeta de 1 cm
contendo nitréxido (50 uM) ¢ PMA (100 ng.mL" em DMSO 0,1 mM). Em experimentos
independentes, cistefna (200 uM), SOD (30 UmL™) e CAT (300 UmL") foram
adicionados. A reducfo do nitrdxido para sua correspondente hidroxilamina nos diferentes
experimentos foi monitorada pela intensidade de emisso de fluorescéncia durante 800 s.
Para os experimentos de fluorescéncia, as analises foram realizadas nos seguintes
comprimentos de onda: emissdo 485 nm e excitagio 380 nm (Hitachi, modelo F2000).
Durante todo experimento, o meio de reagfo na cubeta foi agitado e a temperatura mantida
em 37° C. Os experimentos foram realizados em ambiente protegido de luz para evitar a

rapida oxidacdio do nitroxido.
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Figura 6: Isolamento de neutréfilos humanos (PMNN).



4.4.3 - EXPERIMENTOS COM MUSCULQOS ISOLADOS:

Animais: Ratos Wistar machos, pesando entre 100-150 g foram mantidos a uma
temperatura de 22° C em um ciclo 12-h clare/12-h escuro (07:00 — 19:00 h), sem restrigio

de agua e comida.

Procedimento  Experimental: Os  animais foram inicialmente anestesiados
intraperitonialmente com pentobarbital de sédio (50 mg.kg de peso corporal ). Em seguida,
a pele sobre a perna foi cuidadosamente removida, o tenddo de aquiles cortado e os
musculos séleo e extensor digital longo (EDL) rapidamente isolados em solugio Krebs
Ringer contendo em mM: NaCl 118,5, NaHCO; 24,7, KC1 4,7, MgSOq4 1,18, KH,PO; 1,18,
CaCl, 2,5 ¢ equilibrada com 95% Oy - 5% CO,. Hepes 25 mM e glicose 5 mM foram
adicionados e o pH ajustade em 7,4. Imediatamente ap6s o isolamento os milsculos foram
transferidos para uma cubeta contendo 2,5 mL de meio Krebs Ringer. As extremidades dos
tenddes foram amarradas em duas astes conectadas a um transdutor isométrico de forga

(modelo 220, Clevite Brush Mark), de forma que os niveis de forga méxima desenvolvidos

__pelos misculos soleo e extensor digital longo (EDL) fossem registrados. As distdncias

foram regulaveis, de forma que o comprimento (L¢) e a tensdo (V) para o Otimo
desenvolvimento de forca dos musculos fossem alcangados através da calibragdo.
Finalmente, o estimulo elétrico foi aplicado através de dois eletrodos de platina conectados

4 face externa do musculo.
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4.4.4 - ESTIMULACAO ELETRIC A DE MUSCULO ISOLADO:

Miuscule conirole: O misculo séleo ou EDL controle foi mantido por 10 min em
2,5 mL de Krebs Ringer contendo nitroxide (50 uM) e cisteina (200 uM). Em experimentos
independentes, SOD (30 U.mL™) foi adicionada como sequestrador do radical O, .

Mascule estimulado: O musculo séleo ou EDL contralateral foi estimulado
cletricamente por 10 min em 2,5 mL de Krebs Ringer contendo nitréxido (50 uM) e
cisteina (200 uM). Em experimentos independentes, SOD (30 U.mL™") foi adicionado como

sequestrador do radical O, .

Estimulaciio intensa: O protocolo consistiu de sessdes de 0,7 s com intervalos de
0.1 s de pausa. Dentro das sessbes a durancfio dos estimulos foi de 1 ms com 0,01 s de

intervalo de pausa entre os estimulos a uma tenséio de 20 + 3 V,



4.4.5 - DETECCAO DO RADICAL G ™:

Amostras de 50 ul foram coletadas imediatamente apdés os experimenios para
monitoramento da reducdo do nitréxido para sua correspondente hidroxilamina. Durante
todo experimento o meio de reagdo na cubeta foi agitado e a temperatura mantida em 37°
C. Os experimentos realizados em ambiente protegido de luz para evitar a rapida oxidag#o

do nitréxido.
4.4.6 - EXPERIMENTOS EM CULTURAS DE CELULAS:
4.4.6.1 - Estimulacio elétrica das calturas de células:

As culturas foram estimuladas somente pelo protocolo de alta intensidade conforme

descrito anteriormente no item 3.3.

 4.4,6.2 - Deteccio do O~ em culturas:

As células, 6 x 10° por prato, foram lavadas e mantidas a 37° C em 200 pL de
solugiio Krebs Ringer conforme descrito nos capitulos 1 ¢ 2. Em seguida, as células foram
carregadas com nitroxido (50 pM), cisteina (200 uM) e estimuladas eletricamente pelo
protocolo de alta intensidade durante 10 min. Amostras de 50 ul foram imediatamente
coletadas no meio extracelular e a intensidade de fluorescéncia do nitréxido reduzido
monitorada. Para verificar a especificidade do método SOD (30 U.mL™) foi adicionado.
Durante todo experimento a temperatura foi mantida em 37° C e as amostras protegidas de

luz para evitar a rapida oxidagdo do nitroxido.
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5 - RESULTADOS DA DETERMINACAO DO NO IN VITRO:

5.1~ NIVEIS EXTRACELULARES DE CK:

A figura 7 mostra a atividade da enzima CK no meijo extracelular como indice de
lesdo das células musculares em cultura durante a estimulacfio elétrica. Os resultados
mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os niveis de atividade da enzima
antes ¢ apoés O protocolo de estimulagiio elétrica intensa (P > 0,05). Isso, afasta uma
possivel influéncia dos niveis de lesdo induzidos pelo protocolo de estimulagio elétrica

sobre a determinagéo de NO e EROs nos espacos intra e extracelulares.
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Figura 7: Concentracio de CK no meio extracelular antes (barra fechada, n = 6) e apos 20
min de estimulag@o elétrica (barra cruzada, n = 6) em cultura de células musculares.
Valores sdo médias  S.E e P> 0.05 entre os grupos.
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5.2 - DETERMINACAO DE NO IN VITRO NA AUSENCIA DE CELULAS:

A figura 8 mostra as alteragdes na intensidade de fluorescéncia do DAF-2 em
funcio da variagfio das concentracdes de SNAP como do doador de NO. O platé da
intensidade de fluorescéncia foi proporcional acs aumentos nas concentragdes de NO
gerado pelo doador SNAP. A figura no canto superior esquerdo mostra que 0s aumentos no
sinal de fluorescéncia do DAF-2 foram dose-dependentes quando os valores de pico de

fluorescéneia foram plotados em fungdo das diferentes concentragdes de SNAP.
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Figura 8: Efeito do NO gerado pelo SNAP na intensidade de fluorescéncia do DAF-2. A
reacio foi realizada em 1,5 mL de sulfato de cobre (0,1 M) a 37° C e pH 4,0. A reacéo foi

iniciada pela adicdio de DAF-2 (10 uM ) e SNAP em 6 diferentes concentragdes: 0, 300,
600, 900, 1200 e 6000 nM.
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5.3 - EFEITO DO NO NA INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA DO DAF-2 NA
AUSENCIA DE CELULAS:

A figura 9 mostra que a adi¢io de hemoglobina, um sequestrador especifico do NO
inibiu completamente o aumento no sinal de fluorescéncia do DAF-2, indicando que o sinal

de fluorescéneia na auséneia do inibidor € proveniente da reacio do DAF-2 com o NO.
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Figura 9: Efeito do doador (SNAP, 6000 nM) e sequestrador do NO (hemoglobina, 1 uM)
na intensidade de fluorescéncia do DAF-2 (10 uM). A reagfio foi realizada em 1,5 mlL de
sulfato de cobre (0,1 M) a 37 ° C e pH 4,0. Os valores sfio médias + SE e * P < 0,05
comparado ao controle.
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5.4 — DETERMINACAQ DE NO EM CULTURAS DE CELULAS ENDOTELIAIS:

Como experimento controle foram utilizadas culturas de células endoteliais, um sitio
bem estabelecido de produgiio de NO, para testar o DAF-2 como detector de NO em meio
fisiologico. As células foram estimuladas durante 10 min com bradicinina, um potente
vasodilatador do tecido endotelial (Barrow et. al, 1986; Mombouli et. al. 1992). A
exemplo dos resultados in vitro na auséocia de células, o DAF-2 confirmou sua
sensibilidade na detecgio do NO guando os resultados do grupo de células estimuladas
foram comparados aos resultados do grupo controle. A adicdo de bradicinina, portanto,
resultou no rapido aumento do sinal de fluorescéncia do DAF-2 enquanto a especificidade
do método ao NO foi confirmada pela adigdo de L-NA, um inibidor competitivo da NOS.
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Figura 10: Determinagdio extracelular do NO através da sonda fluorescente DAF-2 (10 uM)
em culturas de c€lulas endoteliais. As células foram estimuladas em solugfio Krebs Ringer

por 10 min com bradicinina (1 pM) (e, n = 3} ¢ comparadas com as células ndo
estimuladas controles (m , n = 3), controles em meio livre de células (A, n = 3) e com as

células estimuladas na presenca de L-N'A ( 300 uM) (v, n = 3). Valores sfo médias =+ S.E
e ¥ P < 0,05 comparado aos grupos controles e L-NA.
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5.5 — EFEITO DA INTENSIDADE DE ESTIMULACAO NA PRODUCAO
INTRACELULAR DE NO:

A figura 11 mostra em cultura de células o efeito da estimulagiic elétrica na
intensidade de fluorescéncia intracelular do DAF-2. O protocolo de estimulagdo intensa
aumentou a intensidade de fluorescéncia do DAF-2 em 56,2% (de 0,48 + 0,036 para 0,75 =
0,06 U.mg proteina™) comparado ao controle nfo-estimulado (P < 0,05). Ao passo que o
protocolo de estimulagfo moderada aumentou a intensidade de fluorescéncia do DAF-2 em
apenas 9,3% (de 0,48 + 0,036 para 0,53 + 0,033 U.mg proteina™) (P > 0,05). Adigio de L-
NA removeu o sinal intracelular de fluorescéncia do DAF-2 para valores abaixo do nivel
basal de controle (P < 0,05).

Figura 11: Efeito da estimulacio elétrica moderada (n = 9) e intensa (n = 10) durante 20
min na intensidade de fluorescéncia intracelular do DAF-2 em cultura de céhula muscular.
L-NA (300 uM, n = 8) foi adicionada como inibidor da enzima NOS. Os valores sio
medias + SE e * P < 0,05 comparado ao grupo controle nio-estimulado n=11.#P<
0,05 comparado com estimulacio intensa sem inibidor.

42



56 - EFEITO DA INTENSIDADE DE ESTIMULACAC NA PRODUCAO
EXTRACELULAR DE NO:

A figura 12 mostra em cultura de células o efeito da estimulagfo elétrica na
intensidade de fluorescéncia extracelular do DAF-2. O protocole de estimulagfio intensa
aumentou a intensidade de fluorescéncia do DAF-2 em 20% (de 10,2 = 0,9 para 12,3 = 0,8
U.mg proteina'}} comparado ao controle nfo-estimulado (P < 0,05), ac passo que o
protocolo de estimulagio moderada ndio causou nenhum efeito na intensidade de
fluorescéneia do DAF-2 (P > 0.05). Adicdo de L-NA removeu o sinal extracelular de

fluorescéncia do DAF-2 para valores abaixo do nivel basal de controle (P < 0,001).
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Figura 12: Efeito da estimulagfio elétrica moderada (n = 9) e intensa (n = 10) durante 20
min na intensidade de fluorescéncia extracelular do DAF-2 em cultura de célula muscular.
L-NA (300 pM, n = 8) foi adicionada como inibidor da enzima NOS. Os valores sdo
médias + S.E e * P < 0,05 comparado ao grupo controle ndo-estimulado (n = 11). # P <
0,001 comparado com estimulagéo intensa sem inibidor.
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5.7 — EFEITO DO SUBSTRATO ARGININA NA PRODUCAO INTRACELULAR
DO NO:

Para avaliar se o awmento da concentracic de arginina exerce efeito na producsic
final de NO, fo1 adicionado ao meio extracelular arginina como substrato da NOS. A figura
13, mostra que a adicfio desse composto ndo causou nenhuma alteragdo na intensidade de

fluorescéncia intracelular do DAF-2 (P > 0,05 comparado ac grupo intensamente

estimulado).
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Figura 13: Efeito da adigio de arginina (500 pM) na intensidade de fluorescéncia
intracelular do DAY-2 durante 20 min de estimulaggo elétrica intensa em cultura de células.
Os valores sdo meédias + S.E e * P < 0,05 comparado ao grupo controle. Os experimentos
foram divididos em 3 grupos: controle (n = 11), intensa (n = 10) e intensa + arginina (n =
8).
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6 - DISCUSSAO:

Virios estudos tem proporcionado evidéncias que NOS ¢ expressa em células do
misculo esquelético (Nakane et. al., 1993; Kobzik et. al, 1994;. Frandsen et al. 1996).
Porém, existern ainda poucas evidéncias “diretas”™ da formagdo do NO em células
musculares durante contracdes. No presente estudo nés examinamos a formagio de NO em
culturas de células musculares induzidas a contragdes usando o DAF-2-DA/DAF-2 como
marcadores fluorescentes, através da analise de fluorescéncia no meio intra e extracelular.
Os resultados deste estudo mostram que as contragdes das fibras musculares provocadas
pelo protocolo de estimulagdo intensa induziram a uma elevada formacdo de NO pelas
células musculares no meio intracelular, seguido de uma alta difusdio para o meio
extracelular. Por outro lado, as contragdes musculares provocadas pelo protocolo de
estimulagio moderada nfio induziram um aumento significativo na formacgo intracelular do
NO, consequentemente nenhum aumento significativo foi também verificado no meio
extracelular, sugerindo que nessas condigdes a produgio de NO foi da mesma magnitude
que do grupo controle ndo-estimulado (P > 0,05).

- _Q_P}“Q_t_o‘f‘?l_o de estimulacfio elétrica intensa resultou em um aumento de 56% ¢ 20%

na intensidade de fluorescéncia intra e extracelular do DAF-2 respectivamente, comparado

com o controle ndo-estimulado (P < 0,05). A especificidade do método foi confirmada pela
completa remogéo do aumento do sinal de fluorescéncia com a adicdo do inibidor da NO
sintase L-NA (P < 0,05), sugerindo que o NO foi responsavel pelo aumento intracelular do
sinal de fluorescéncia do DAF-2 e que outras espécies reativas como O, OH, H»O; nio
devem estar envolvidas na rea¢io com DAF-2. Esses dados demonstram que contragSes
musculares intensas aumentam a formacfo intracelular de NO e suportam o papel do NO
em diferentes funcdes fisiolégicas como a regulacio da forga de contragfo (Reid, 1993) e
do fluxo sanguineo (McAllister et. al., 1995) além do aumento da capilarizagio em
associacio com a atividade muscular (Wagner, 2001).

E importante observar que a adi¢fo de arginina como substrato da NOS ndo causou
nenhum efeito na intensidade de fluorescéncia emitida pelo DAF-2 no grupo intensamente
estimalado. Em contraste, Balon & Nadler (1994) usando o método de

quimioluminescéncia mostraram um aumento significativo na produgo de NO em musculo
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esquelético incubado com arginina e comparado ao controle. A razdo para essas
discrepancias € desconhecida, mas poderia certamente ser atribuida ao uso dos diferentes
metédos empregados na determinaciio de NO, aos diferentes tipos de células e as diferentes
condigbes experimentais.

Embora o aumento relativo na intensidade de fluorescéncia intracelular do DAF-2
tenha sido varias vezes superior ac aumento extracelular, os valores absolutos de
intensidade de fluorescéncia extracelular do DAF-2 foram maiores comparado aos valores
de fluorescéncia intracelular. Esses achados mostram que o NO produzido no meio
intracelular ¢ amplamente liberado para o meio extracelular. Nossos resultados estio de
acordo com o estudo de Balon & Nadler (1994), os quais, utilizando o método de
quimioluminescéncia, mostraram um aumento de 140% na liberacdio de NO no meio
extracelular de misculo esquelético isolado apés estimulagio elétrica. Porém, em musculo
isolado o sisterma vascular comtendo NOS, ndo pode ser completamente removido
dificultando a interpretacdo dos resultados. Em um outro estudo, Tidball et al. (1998),
usando um método espectrofotométrico, determinaram a producdo basal de NO em
musculo esquelético isolado e em cultura de célula muscular. Seus resultados mostraram
que o estresse mecénico induzido e a estimulagio elétrica aumentaram a producdo basal de
~ NO em misculo soleo em 20% e em cultura de célula muscular em 42%. Apesar da
deteccdio dos aurnentos significativos na produgio de NO, os autores neste estudo nio
removeram o sinal do marcador de NO utilizado através de um inibidor especifico da NOS,
tornando incerta a especificidade do método ao NO. Portanto, por causa das limitagdes
metodologicas, os estudos acima ainda proporcionam poucas evidéncias que o NO ¢
produzido pelo musculo esquelético durante contragdes. Por outro lado, nossos achados
mostraram que quando as células musculares sdo induzidas a contragdes intensas o NO
produzido € amplamente liberado para o meio extracelular. Esse aumento extracelular pode
ser de grande importincia para as células musculares durante as contragdes, evitando a
formagdio intracelular de uma das mais potentes espécies reativas como o peroxinitrito
(ONOQ), pela interagdio do O, ™~ com NO (Beckman et. al., 1990). Igualmente importante é
que muitas das fungdes fisiolégicas do NO, incluindo a regulagdo do fluxo sanguineo
(McAllister et. al., 1995) e aumento da capilarizagiio (Wagner, 2001) requerem que o NO

seja liberado do meio intra para o meio extracelular. Em adigdo, tem sido mostrado que o
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NO pode regular o fluxo sanguineo no musculo esquelético durante o exercicio (McAllister
et. al., 1993). Assim, o nivel elevado de NO poderia ser um importante sinal para aumentar
o fluxo sanguineo durante o exercicio intenso acomodando a elevada demanda metabdlica
do tecido muscular (Corcondilas et. al., 1964; McAllister et. al., 1995).

Em conclusdio, os dados deste estudo confirmaram as células musculares como
importante sftic de formagio de NO e que a sonda fluorescente DAF-2 pode ser usada
como um detector sensivel e altamente especifico da molécula de NO em condigdes
fisiologicas. Nossos resultados sugerem ainda que a alta capacidade de difusdo do NO
como evidenciado pelo altos niveis de NO no meio extracelular pode constituir um
importante mecanismo de defesa evitando a formagdo intracelular de uma das mais potentes

espécies reativas 0 ONOO.
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7~ RESULTADOS DA DETERMINACAO DO H,0, IN VITRO:

7.1 - DETERMINACAO DO H,0, IN VITRO NA AUSENCIA DE CELULAS:

A figura 14 mostra as alteracSes na intensidade de fluorescéncia do DCFH em
funcdo da variagfo das conceniracoes de HO,. Os aumentos na intensidade de
fluorescéncia do DCFH oxidado foram dependentes dos aumentos nas concentracdes de
H,0,. A figura no canto superior esquerdo mostra que a taxa de fluorescéncia do DCFH

oxidado exibiu um aumento linear em fungdo da concentracio de H,O,.
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Figura 14: Curva dose-resposta da oxidagdo do DCFH em fungio da variacdo da
concentragio de H>O,. O ensaio foi realizado a 37° C em 1 ml de Tris-HCL (40 mM), pH
7,4 contendo citocromo ¢ (10 uM) e H,O, (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 100 uM).
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7.2 ~ EFEITO DE DIFERENTES EROs E NO NA OXIDACAO DO DCFH:

Nzo sendo o DCFH especifico para H;O,, procuramos determinar nas nossas
condigbes experimentais, qual ou quais EROs ¢ NO gerados estariam afetando a oxidagio
do DCFH. O experimento apresentado abaixo foi realizado para testar o efeito de diferentes
EROs e do NO na oxidaciio do DCFH em meio ausente de células. Os antioxidantes CAT
(300 U.ml™), SOD (30 U.mL") e DMSO (10 mM) foram usados para determinar o efeito
do H,0, 02" e 'OH respectivamente, na oxidagdo do DCFH no sistema XA/XO.
Hemoglobina (Hb, 1uM) foi adicionada como sequestrador do NO no meio contendo
doador de NO (SNP). A figura 15 mostra a geragio de EROs pelo sistema XA/XO e que a
adiglio de CAT ao sistema XA/XO diminuiu o sinal de fluoreseéncia do DCFH para o nivel
do controle (P < 0,05). A adigfio de DMSO removeu parcialmente o sinal de fluorescéncia
(P < 0,05), enquanto a SOD ndo causou nenhum efeito (P > 0,05). O doador de NO (SNP)

aumentou significativamente a oxidagdo do DCFH (P < 0,05), ao passo que a adi¢@io de Hb

removeu o sinal (P <0,05).
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Figura 15 - Efeito de diferentes EROs e NO na oxidagio do DCFH em meijo livre de
células. As EROs foram geradas pelo sistema XA (5 x 10™* M)/XO0 (0,0001U.mL™") € 0 NO
foi gerado pelo doador SNP. Ambos experimentos foram realizados em KH;POy4 (50 mM)
contendo DCFH (1 uM) a 37° C € pH 7,4 durante 300 s. Os valores sfo médias = S.E de 3

experimentos independentes. * P < 0,05 comparado ao controle. # P < 0,05 comparado com
XAXO.
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7.3 - EFEITO DA INTENSIDADE DE ESTIMULACAO ELETRICA NA
OXIDACAO INTRACELULAR DO DCFH:

A figura 16 mosira em cultura de céhulas que o protocolo de estimulagfio elétrica
intensa aumentou a intensidade de fluorescéncia intracelular do DCE em 171% (de 5,98 £
2,4 para 16,24 £ 1,9 U.mg proteina™) comparado ao controle nfo-estimulado (P < 0,05), ao
passo que o protocolo de estimulacio moderada aumentou a intensidade de fluorescéncia
do DCF em somente 22% (de 5,98 = 2.4 para 7,3 = 2,1 U.mg proteina™) (P > 0,05).

Fluorescéncia (U.mg proteina™)
o

controle moderada intensa

Figura 16: Efeito da estimulagio elétrica moderada (n = 9) e intensa {n = 10) durante 20
min na oxidacdo intracelular do DCFH em cultura de célula muscular. Os valores sdo
médias = S.E e * P < 0,05 comparado ao controle nio-estimulado (n=11).
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74 - EFEITO DE DIFERENTES ANTIOXIDANTES NA OXIDACAO
INTRACELULAR DO DCFH:

A figura 17 mostra em cultura de células que a adigo de GSH ou tiron antes da
estimulacio elétrica intensa removeu completamente o sinal de fluorescéncia intracelular
do DCF (P < 0,05), enquanto a adi¢do de L-NA ou DMSO nio causou nenhum efeito na
oxidagio do DCFH (P > 0,05). GSH (0,5 mM, n = 8), Tiron (1ImM, n = 10), DMSG (10
mM, n = 10) foram adicionados como sequestradores do H,0, O;” e OH

respectivamente. L-NA (300 uM, n = 8) foi adicionado como um inibidor da enzima NOS.

12 —

Fluorescéncia (U.mg proteina™)

controle El EMGSH Ei+tiron Fl+LNA EI+DMSO

Figura 17: Efeito de diferentes antioxidantes ¢ do inibidor L-NA na oxidago intracelular
do DCFH durante 20 min de estimulagio elétrica intensa (EI) em culturas de células

musculares. Os valores sio médias + S.E, * P < 0,05 comparado ao grupo nfo-estimulado
(controle, n = 12) e # P < 0,05 comparado ao EI (n=8).
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7.5 - EFEITO DA INTENSIDADE DE ESTIMULACAO ELETRICA NA
OXIDACAO EXTRACELULAR DO DCFH:

A figura 18 mostra em cultura de células que o protocolo de estimulaciio elétrica
intensa aumentou a intensidade de fluorescéncia extracelular do DCF em 105% (65,5 + 8,0
vs 134,3 + 10,3 U.mg proteina™) comparado com controle nfio-estimulado (P < 0,001), ao
passo que o protocolo de estimulacio moderada nio causou nenhum efeito na intensidade
de fluorescéncia do DCF (P > 0,05).

controie moderada intensa

Figura 18: Efeito da estimulagio elétrica moderada (n = 9) e intensa (n = 10) durante 20
min na oxidagdo extracelular do DCFH em culturas de células musculares. Os valores sdo
médias £ S.E e * P < 0,001 comparado ao grupo controle nfo-estimulado (n=11).
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76 - EFEITO DE DIFERENTES ANTIOXIDANTES NA OXIDACAO
EXTRACELULAR DO DCFH:

A figura 19 mostra em cultura de células que a adigiio de GSH-PX removeu o sinal
de fluorescéncia do grupo EI em 131% (111 % 2,4 vs 48,3 + 3,9 Umg proteina™) (P <
0,001), enquanto GSH isolado removeu o sinal de fluorescéncia em somente 21% (111 =
24 vs 91,6 £ 5,1 Umg proteina‘l) (P > 0,05). A adi¢io de CAT, SOD, CAT+50D, D-
fenilalanina ou L-NA nio causou nenhum efeito na oxidacfo extracelular do DCFH (P >
0,05) comparado ao grupo EI. GSH (0,5mM, n = 8), GSH(0,5 mM)-PX (5 U. ml!, n=10)
e CAT (300 U.ml’, n = 8) foram adicionados como sequestradores do HyO,. SOD (30
Umll, n=7) e CAT (300 Uml") + SOD (30 U.ml”, n = 7) foram adicionados como
sequestradores do O € 02"~ + HyO; respectivamente. D-fenilalanina (1 mM, n=10) e L-
NA (300 uM, n = 8) foram adicionados como sequestrador do 'OH e inibidor da enzima

NOS respectivamente.
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Figura 19: Efeito de diferentes antioxidantes na oxidag#o extracelular do DCFH durante 20

min de estimulacéo intensa (EI) em culturas de células musculares. Os valores sdo médias +
SE e* P < 0,05 comparado ao controle (nfo-estimulado, n = 11). # P < 0,001 comparado

a0 EI (n = 10).
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8 —~ DISCUSSAOQ:

A sonda fluorescente DCFH tem sido amplamente utilizada na detecciio de EROs
em uma variedade de tecidos, incluindo o tecido muscular, nervoso e leucécitos (Bass et.
al., 1983; Szejda et. al,, 1984; Burow & Valet, 1987; Kehrer & Paraidathathu, 1992; Carter
et. al, 1994; Murrant et. al, 1999). A principal caracteristica desse método estd na
capacidade da sonda reagir com diferentes EROs e a grande vantagem ¢ que o DCFH
ligado a0 grupo diacetato (DCFH-DA) pode facilmente atravessar a membrana das células
permitindo a andlise da formagiio de EROs no meio intracelular. No presente estudo nés
investigamos o efeito das contragdes induzidas eletricamente em culturas de células
musculares esqueléticas na formacio de EROs no meio intra e extracelular, usando o
DCFH/DCFH-DA como um marcador fluorescente. Nossos resultados mostraram que as
contragbes induzidas por 20 min de estimulacio intensa aumentaram em 170% a
intensidade do sinal de fluorescéncia intracelular do DCFH comparado ao controle nfo
estimulado, enguanto a estimulagiio moderada ndo induziu nenhum efeito na oxidac#o
intracelular do DCFH (figura 16). A adicfio de GSH antes da estimulagdo elétrica inibiu

completamente © aumentsc na intensidade de fluorescéncia sugerindo que o HpO; foi o

principal responsavel ‘pela-oxidagio do DCFH. Tirss, composto lipofilico com alta

capacidade de sequestrar o O;"", também removeu o aumento do sinal de fluorescéncia,
porém, considerando que a oxidagio do DCFH foi completamente removida pela GSH, é
provavel que o efeito do tiron tenha sido via uma diminui¢io na formacdo intracelular do
H20,. Essa hipétese baseia-se no fato de que tem sido mostrado que o tiron pode reagir
com O, " produzindo HO,™~ ¢ o radical tiron oxidado TH,, como previamente descrito
(Greenstock & Miller, 1975). Em adi¢#o, a presenca de SOD ao meio livre de células nio
reduziu o sinal do DCF, sugerindo que o O, ~ tem baixa afinidade pelo DCFH. Entretanto,
a adigdio de DMSO nos experimentos livres de células (figura 15) mostraram que o ‘OH foi
capaz de oxidar o DCFH, embora em proporgbes menores que o HyOs, 0 que estd em
acordo com estudos anteriores em diferentes tipos de células incluindo leucécitos e células
neurais (Rao et. al., 1992; Gunasekar et. al., 1995). No entanto, 'OH parece ndo ser formado
em quantidades mensurdveis intracelularmente em culturas de células durante contragdes,

uma vez que a adigdo de DMSO ndo alterou a oxidagio do DCFH (figura 17). Esta
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observacio estd em contraste com os achados de O’Neill et al. (1996) os quais utilizando a
hidroxilagio da fenilalanina observaram um significante aumento nos niveis do radical OH
em musculo de animais durante contracio in vivo. Essa discrepéncia poderia ser explicada
pelas diferengas nos modelos experimentais, como por exemplo, a possibilidade de existir
uma maior quantidade de ferro no meio extracelular in vivo que em culturas de células, ou
ainda, pela diferenca na sensibilidade ao ‘OH entre os métodos. Nossos dados suportam
portanto o efeito do H;0, e descartam a participacio de outras espécies na oxidacéo
intracelular do DDCFH sugerindo que o H,O, deva mesmo ser a principal espécie reativa
envolvida na oxidacio do DCFH durante as contracdes induzidas em células musculares,
pelo menos em condigdes fisiologicas como ocorreu em nossos experimentos.

Devido a sua alta difusio pela membrana celular, o H;0, formado no citoplasma
das células musculares nfio pode ser totalmente detectado pelo DCFH no meio intracelular.
Além de sua natural difusdo para o meio extracelular, 0 DCFH estaria ainda sempre em
competigio com o sistema de defesa antioxidante, incluindo a GPX, CAT e outros
compostos de defesa ndo enzimaticos. Em adigfo, o radical O, ~ capaz de gerar o HyO»
pode alcancar o espago extracelular, uma vez que estudos anteriores tem mostrado o efluxo
' dessa espécie via canais de membrana (Lynch & Fridovich, 1978; Reid et. al, 1992). Entéo,
uma vez que a medida absoluta da formagfo intracelular de EROs ainda ¢ uma tarefa
complicada, nés investigamos também o efeito das contragSes induzidas eletricamente na
oxidagio extracelular do DCFH. Os resultados mostraram um aumento significativo de
105% na oxida¢dio do DCFH apés 20 min de estimulagio intensa comparados aos valores
do controle ndo-estimulado (figura 18). O aumento relativo na oxidagdo extracelular do
DCFH foi menor que os valores de oxidagdo intracelular, embora os valores absolutos para
a oxidagiio extracelular do DCFH tenham sido vérias vezes maiores que os valores
intracelulares. A razio para essa diferenca entre os valores absolutos entre o meio mntra e
extracelular imediatamente ap6s a estimulagio elétrica pode ser atribuido a maior
capacidade antioxidante intracelular.

A inibicdo do sinal de fluorescéncia na presenga do sistemna GSH-PX mostra que a
ERO responsével pela oxidagio extracelular do DCFH € 0 Hz0, confirmado pelo fato da
adicio de SOD isoladamente, combinada com a CAT ou de D-fenilalanina (Halliwell &

Kaur, 1997) como sequestrador extracelular do O,"", 02" "-H20. ¢ _OH respectivamente,
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ndo ter exercido qualquer efeito na oxidacfio do DCFH. Surpreendentemente, a adicfo
isolada de CAT nio teve qualquer efeito no sinal de fluorescéncia da oxidacdo extracelular
do DCFH. No entanto, o sinal foi completamente removido pela adicio de GSH-PX e
parcialmente reduzido pela adicio de GSH isoladamente como mostra a figura 19. Isso
significa que muito provavelmente nos experimentos com DCFH-DA a adicdo de GSH
serviu de substrato para a enzima GPX na remocio do H,0, (figura 15). Em acordo com
nossos achados, outros estudos também falharam para mostrar o efeito antioxidante da
CAT na oxidacdo do DCFH. Tatla et. al. (1999) foram também incapazes de inibir a
oxidaggio do DCFH em leucécitos usando CAT como sequestrador de H.O,. Em outro
estudo, Reyk et al. (2001) verificaram que a resposta induzida pela estimulacdo dos
linfécitos com PMA (Forbol 12-miriestato 13-acetato) na oxidagdo do DCFH foi
parcialmente reduzida na presenga de CAT e ao contrério completamente inibida com
adicdo de GSH-PX. Chance et. al, (1979) sugeriram que a CAT trabalha como uma
“valvula de seguranga” removendo H>Q; quando ele ¢ produzido em grandes quantidades
pelos peroxissomos durante a B-oxidagio dos dcidos graxos. Porém, os peroxissomos sfo
importantes sitios de produgdo de H,O, apenas em condigies de jejum, bem como durante
o exercicio prolongado, quando os 4cidos graxos sdo a fqp;g_ Qe__g_x}g_ljgia primdria para o
tecudomuscular(Godm& Wehaleb, 1988) Ao .;;ontrério, GPX ¢ mais eficiente para
remover 0 H;O, produzido em baixas concentragdes no citosol e mitocdndria (Chance et.
al, 1979). Em um importante artigo de revisdo na area, Yu (1994) sugere que em tecido
muscular de mamiferos, GPX tem uma maior afinidade pelo H20, em baixas concentracBes
do que CAT. Entdo, com base nas afirmacdes acima e nos nossos resultados, podemos
sugerir que a produgdo de H»0; em nosso experimento foi abaixo do K para atividade da
CAT.

Nenhum efeito do NO na oxidacfio intra ou extracelular do DCFH foi observado
como indicado pela auséncia de redugfio no sinal de fluorescéncia do DCFH na presenca do
inibidor L-NA. Observacgdes em nosso laboratério e de estudos anteriores (Rao et. al., 1992;
Gunasekar et. al., 1995) em meio livre de c¢élulas mostraram que o NO claramente pode
induzir oxidagdo do DCFH, e ainda nossos experimentos com DAF-2 exibidos no Capitulo
1, mostram que o NO foi formado em células musculares. Uma possivel explicagdo para a

falha do DCFH na detecgdo do NO pode ser explicada por urna menor sensibilidade desta
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sonda quando comparada ao DAF-2. Combinados, nossos resultados sugerem que ©
aumento na oxidacfio no meio intra e extracelular do DCFH durante as contragbes
musculares foi muito provavelmente devido & formagdo de 0., com pouca contribui¢io
de outras espécies como o 0", ‘'OH ou NO. Comparados, os resultados da oxidacio do
DCFH intra e extracelular sugerem que uma grande porcentagem do HpO; produzido no
meio intracelular alcanca o meio extracelular. Portanto, se partimos do principio de que a
mitocondria é o principal sitio de formacfo do H,0O; durante o exercicio seria adequado
admitir que a alta permeabilidade da membrana celular a0 H,O; constitui um importante
mecanismo de defesa contra os oxidantes formados pelos processos metabdlicos, evitando a
formag#io intracelular de uma das mais potentes EROs, o OH.

A andlise final de nossos resultados demonstra uma maior formagfio de EROs para
intensidades mais altas de contragdes. Esses resultados, portanto, poderiam ser explicados
com base nos achados do classico estudo de Chance & Willlams (1956), os quais
mostraram que aproximadamente 2-3% do O mitocondrial consumido & transformado em
EROs. Entfio, se considerarmos que durante a atividade muscular intensa o consumo de O,

pelas células musculares ¢ muitas vezes aumentado comparado & estimulagdo moderada,

seria 16gico esperar uma maior produgdio de EROs durante o protocolo de estimulagio

intensa. Sob essas condicGes, a capacidade de defesa antioxidante pode. ser superéda
resultando na ocorréncia de estresse oxidativo (Pryor, 1986; Clanton et. al., 1999). Por
outro lado, o protocolo de estimulagio moderada nio aumentou a intensidade de
fluorescéncia do DCFH, sugerindo que a formagdio de EROs foi de uma magnitude
limitada, podendo facilmente ser neutralizada pelo sistema de defesa antioxidante (Yu,
1994).

A comparacio dos resultados intra e extracelulares sugerem que a sonda fluorescente
DCFH em condicdes fisiologicas é mais sensivel ao H,O, comparado as demais espécies
reativas em tecido muscular. Nossos resultados indicam ainda que as contragdes das células
musculares induzem a formacfio do H,O, intracelular ¢ que o aumento da sua formagéo ¢
maior para intensidades de estimulos mais altos. Nessas condigSes, o efluxo do H,O, ¢
aumentado, tornando o meio extracelular um atrativo compartimento para analise da

formagfio do H,O: em células musculares.
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9 —RESULTADOS DA DETERMINACAO DO H,0, IN VIVO:

9.1 - OXIDACAQ IN VITRO DO DCFH-BSA:

Os experimentos foram realizados para testar o uso da sonda DCFH-BSA como um
detector do H,O» em combinagdo com a técnica de microdialise. A figura 20 mostra o efeito
de diferentes concentracSes de H,O; na intensidade de fluorescéncia do DCFH na presenga
de citocromo ¢. Os aumentos na intensidade de fluorescéncia do DCFH foram dependentes
dos aumentos das concentragdes de H>0,. Como indicado pela seta na figura abaixo, o
sistema antioxidante GSH-PX removeu completamente o sinal de fluorescéneia do DCFH

para a mais alta concentracio de H,0; utilizada.
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Figura 20: Os valores representam a oxidagio do DCFH-BSA pelo H,O- (0, 10, 20, 30, 40,
50 ¢ 100 uM) em combinacfio com a técnica de microdidlise. As amostras foram coletadas
a cada 10 min no dialisado a uma taxa de fluxo de 2.5 pl.min™. Os antioxidantes GSH (0.5
mM)-PX (5 U.mL™) foram adicionados para inibir a oxida¢do do DCFH. Os dados foram

coletados de 2 experimentos independentes.
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9.2 —- OXIDACAO IN VITRO DO DCFH:

O efeito antioxidante da CAT e GSH-PX foi testado in vitro com diferentes
concentragdes de Ho0,. A tabela abaixo mostra os valores médios + DP da oxidagdo do
DCFH para 3 diferentes concentragdes de HyO,, na auséncia e na presenga de CAT ou
GSH-PX. Os resultados mostraram um maior efeito antioxidante da GSH-PX comparado
ao efeito da CAT para a concentracio de 10 nM de HyO,. Nephuma diferenga foi verificada
para a concentracloc de 10° oM de H0.. ao passo gue para a conceniragio de 10° aM o
efeito da CAT foi maior comparado a GEH-PX.

Tabela I — Efeito antioxidante da CAT (300 U.mL™) e GSH (0,5 mM)-PX (5 U.ml') na
oxidagio do DCFH em diferentes concentragdes de HyO». A reagfio foi realizada a 37° C
em 1 ml de Tris-HCL (40 mM), pH 7.4, citocromo ¢ (10 pM) e H,0, ( 10, 10° ¢ 107 nM). n

= 3 experimentos independentes.

INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA DO DCFH (Unidades)

______________________ - B0
10 nM 10° nM 10° nM
Controle 3734 1,5 42 £ 1,5 722 +£7,5
GSH-PX 28608 *1 22+10F 510£26%*%
CAT 40,6+ 1B 330£1.8% 366+14%

* P < 0,05 comparado com o conirole.

+ P < 0,05 comparado com CAT.



9.3 - DETERMINACAQ IN VIVO DOS NIVEIS DE H,0, PELA OXIDACAO DO
DCFH-BSA ATRAVES DA TECNICA DE MICRODIALISE:

A figura 21 mostra o efeito da estimulagiio intensa na oxidacfie do DCFH in vive
utilizando a técnica de microdidlise. A intensidade de fluorescéncia do DCFH aumentou
com ¢ inicio da estimulagdo elétrica, como mostram as alteracdes nos “slopes” das curvas
quando comparado aos valores de linha de base. Os valores de fluorescéncia atingiram wm
platd ao término da estimulacio eléirica, seguidos de uma tendéncia de declinio no final do

periodo de recuperagio.
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Figura 21: Determinacic “on-line” do H,O, infersticial pela oxidacfic do DCFH em
combinagio com a técnica de microdidlise em ratos durante contragdes intensas. Os valores

de fluorescéncia representam as concentragdes de HoOs no dialisado a uma taxa de fluxo de
0.1 uL.min"". Os dados representam 5 experimentos independentes.
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9.4 - EFEITO DA CAT NA OXIDACAO DO DCFH-BSA ATRAVES DA TECNICA
DE MICRODIALISE IN VIVO:

A figura 22 mostra o efeito da CAT na oxidagdo do DCFH in vive utilizando a
técnica de microdislise em ratos durante o exercicio. E importante observar que a CAT afio
foi capaz de inibir a oxidagio do DCFH durante o protocole de estimulacio elétrica quando

comparado aos valores de linha de base.
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Figura 22: Efeito da CAT (300 U.mL”i) na oxidacio do DCFH-BSA pelo H,0; intersticial
em combinagdo com a téenica de microdidlise em ratos durante contragdes intensas. Os
valores de ﬂuorescér}cia representam as concentragdes de H,O» no dialisado a uma taxa de
fluxo de 0.1 pL.min" . Os dados representam 5 experimentos independentes.



9.5 - EFEITC DA GSH-PX NA OXIDACAO DO DCFH-BSA ATRAVES DA
TECNICA DE MICRODIALISE IV VIVO:

A figura 23 mosira o efeito da GSH-PX na oxidagiio do DCFH in vivo utilizando a
técnica de microdidlise em ratos durante o exercicio. E importante observar que a GSH-PX
removeu completamente oxidagfio do DCFH durante o protocolo de estimulacio elétrica

quando comparado aos valores de linha de base.
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Figura 23: Efeito .daf GSH (0,5 mM)-PX (5 U.ml™) na oxidagio do DCFH-BSA (10 uM)
pelo HyO, intersticial em combinagio com a téenica de microdialise em ratos durante
contragles intensas. Os valores de fluorescéncia representam as concentragdes de 0, no

dialisado a uma tfaxa de fluxo de 0.1 uL.min™'. Os dados representam 5 experimentos
independentes.
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9.6 - NIVEIS DE FORCA MUSCULAR DURANTE A ESTIMULACAO ELETRICA:

Os resultados do experimento exibido na tabela II mostram os valores de forca média
e méxima durante o protocolo de estimulagdo elétrica utilizado. Os valores de forga
méxima foram significativamente maiores comparados aos valores de forca média (P <
0.05). Esses dados, comparados aos dados de literatura indicam que os musculos
posteriores da perna do animal, inchuindo o musculo gastrocnémio foram fortemente

estimulados como préviamente demonstrado nos estudos de Wojtaszewski et. al. (1996).

Tabela II: Os valores sfo médias + D.P dos niveis de forca média e maxima do membro

inferior de ratos durante estimulago elétrica intensa.

Intensidade No de experimentos Forca média (N/g) Forca maxima (N/g)

Intensa 05 0,223 £0,03 0,302 £ 0,04 *

~*P<0,05 comparado aos valores de for¢a média.
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10 - DISCUSSAQO:

Atualmente um dos maiores problemas no estudo envolvendo estresse oxidativo e
exercicio fisico tem sido o estabelecimento de um método capaz de medir a formagio de
espécies reativas de oxigénio in vive. Devido ao tempo de vida extremamente curto das
EROs e a participaciio competitiva do sistema antioxidante essa tarefa tem se tornado um
grande desafio aos pequisadores na é&rea. Embora alguns estudos tenham mostrado
evidéncias da formacio de EROs in vivo (Obata, 1997; Mcardle et. al., 2001), o nosso ¢ o
primeiro trabalho a mostrar a formagdo de H;0; intersticial in vivo durante o exercicio. Os
resultados preliminares in vitro usando a sonda fluorescente DCFH-BSA combinada com a
técnica de microdialise mostraram que a intensidade de fluorescéncia do DCFH na presenca
de H,0; € dose-dependente, indicando gue esse modelo poderia ser usado com sucesso para
determinagio da concentracfio de H2O,. A técnica de microdidlise tem sido atualmente
muito utilizada no estudo das alteragdes de concentracdo de diferentes compostos
metabdlicos incluindo as EROs formadas pelas células musculares e presentes no meio
extracelular. Essas espécies podem se difundir com muita facilidade para o interior da
membrana de didlise reagindo com o marcador especifico no liquido de perfusio. Em nosso
caso, o DCFH-BSA foi usado como detector do H,O; e devido ao alto peso molecular da
molécula de BSA, este composto nfio pode difundir da membrana para o meio intersticial,
podendo entdo ser analisado no liquido dialisado (Ryan et. al, 1990). Baseado nesse
principio n6és exploramos o uso dessa metodologia para determinar a formacio de H,0s in
vivo durante o exercicio. Nossos resultados mostraram que as contragdes musculares
induzidas pela estimulagio elétrica resultou em um aumento na intensidade de
fluorescéncia do DCFH como mostra a alteracfio da inclinacfio das curvas de fluorescéncia
exibidas na figura 21, quando comparado aos valores de linha de base. Os valores de
fluorescéncia atingiram um platd ao término da estimulacio elétrica, seguidos de uma
tendéncia de declinio no final do periodo de recuperacio. A especificidade do método na
detecgdo do H20, foi confirmada pela completa remociio do sinal de fluorescéncia com a
adicio de GSH-PX na Soingz”io de perfusdo (figura 23). Porém, como havia ocorrido nos
experimentos in vitro usando culturas primérias de células musculares, a adicio de CAT, o

mais especifico antioxidante do H,O, em organismos aerébios, nio foi capaz de inibir o



aumento na intensidade de fluorescéncia do DCFH (figura 22). Nossos resultados estdo de
acordo com os resultados em culturas de células, onde surpreendentemente a CAT néo foi
capaz de evitar a oxidacfio do DCFH pelo H;0; no meio extracelular como fez o sistema
GSH-PX. Esses achados estdo de acorde com outros trabalhos usando o DCFH como
detector do H»O> o0s quais também falharam em mostrar o efeito antioxidante da CAT
(Tatla et. al, 1999; Reyk et. al, 2001). Nossos resultades confirmam a eficiéneia do
sistema GSH-PX como um potente antioxidante em células musculares (Reyk et. al., 2001}
e uma possivel explicagio para esse menor efeito antioxidante da CAT seria a diferenca na
afinidade dessas enzimas para o H>O,. Para testar essa hipotese nds verificamos o efeito da
CAT e GPX na oxidagio do DCFH na auséncia de células e na presenca de diferentes
concentragdes de T,0,. Os resultados apresentados na tabela I confirmaram nossos achados
in vive mostrando que para baixas concentracdes de H,O, como ocorre em condigdes
fisiologicas, o efeito da GSH-PX na degradaciio do H,O, ¢ maior. Ao contrério, para aitas
concentragbes de H»O», ou de doses supra-fisioldgicas o efeito antioxidante da CAT ¢ mais
eficiente comparado ao da GSH-PX (Chance et. al., 1979). Entéo, levando-se em conta que
a concentracio de HO, formado em condi¢des fisiolégicas € estimada para ser da ordem

de 10°- 107 M (Oshino et. al., 1973) seria adequado admitir que nessas condigbes o efeito

da GSH-PX sera mais eficiente na remocéo de H;O, comparado ao da CAT.

O aumento na formagio de HO» extracelular com o exercicio sugere claramente um
desequilibrio no estado redox intracelular do misculo gastrocnémio, no qual a membrana
de microdidlise foi inserida. Esse misculo exibe um alto potencial oxidativo e uma
capacidade antioxidante extremamente baixa comparada ao musculo séleo
predominantemente composto de fibras do tipo I (Hammeren et. al., 1992; Criswell et. al,,
1993; Powers et. al., 1994; Atalay et. al., 1996). Entfo, é muito provavel que o aumento do
H,0, intersticial durante o exercicio seja explicado por essa desfavoravel razdo
oxidativa/antioxidante do musculo gastrocnémio, indicando que o sistema antioxidante néo
foi capaz de neutralizar o aumento da formacio de EROs intracelular. Dessa forma, grande
parte do H,O, formado poderia estar sendo eliminado pela simples difuséo para o meio
extracelular (Chance et. al., 1979; Gohil et. al. 1988). Esse mecanismo, portanto, parece
exercer um importante papel de defesa antioxidante, pelo menos em tecidos com baixos

niveis de CAT e GPX como é o caso do tecido muscular (Chance et. al., 1979). Estes
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achados estdo de acordo com outros estudos in vitro 0$ quais também tem mostrado
evidéncias da ocorréncia de estresse oxidativo durante o exercicio em células musculares
(Davies, et. al. 1982; Jackson et. al., 1985; Jiet. al., 1992, Diaz et. al., 1993; Kolbeck et. al.,
1997).

Em conclusfo, nossos resultados sugerem que: 1) As contragSes musculares
induzidas aumentam a formacio do H,0; imtersticial. 2) O uso do DCFH-BSA em
combinagio com a técnica de microdidlise constitue um atrativo método para a
determinacéio do HyO, intersticial durante o exercicio in vivo. 3) Em células musculares a

GPX tem um maior efeito antioxidante na remocdo do H,O, comparado a CAT.
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11 - RESULTADOS DA DETERMINACAO DO RADICAL O, ™ IN VITRO:

11.1 - DETERMINACAO DO RADICAL O, IN VITRO NA AUSENCIA DE
CELULAS:

A figura 24 exibe a curva padrio entre a intensidade de fluorescéncia do nitréxido
reduzido e diferentes concentracBes do radical superéxido gerado pelo sistema XA/XO. Os
aumentos na intensidade de fluorescéncia foram dependentes dos aumentos na formacfo do
superdxido com um valor de r = 0,96 e p < 0,002 como mostra o grafico de linearidade no

canto superior esquerdo.
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Figura 24: Efeito do superéxido gerado pelo sistema XA/XO na intensidade de emissic de
fluorescéncia do nitroxido. O ensaio foi realizade em 1,5 mL de tempio KH2PO; (0,05 M)
e pH 7.4 contendo EDTA 10™ M. A reagfio de mistura conteve nitroxido (50 uM), xantina
(400 uM), cisteina (200 uM) e xantina oxidase em 5 diferentes concentragdes (0,0001;
0.,001: 0,0025; 0,005 2 0,01 UmL™).
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1.2 - EFEITO DE DIFERENTES EROs NA INTENSIDADE DE
FLUORESCENCIA DO NITROXIDO:

Esta demonstrado nos experimentos exibidos na figura 25 gue o nitroxido £
reduzido a sua correspondente hidroxilamina pelo radical O, ™ na presenga de cisteina. A
adi¢do de cisteina (200 pM) ao sisterna ¥ A/XO na presenga de nitrdxido aumentou em
166% a intensidade de fluorescéneia (P < 0,05). A adigdo de SOD inibiu o aumento na
intensidade de fluorescéncia mantendo o sinal préximo aos valorss do controle. A adigfio de
CAT como sequestrador do H>O» nfo induziu nenhuma alteracic no sinal de fluorescéncia
comparado ao grupo cisteina (P > 0,05). Nés ainda exploramos a capacidade do nitréxido
na detecglio do radical ‘'OH gerado pela reagio de Haber-Weiss pela adicfio de de Fe™”
Porém, nenhum aumento na intensidade de fluorescéneia foi verificado, descartando a

possibilidade de detecgfio do radical OH pelo nitréxido (P > 0,05 comparado ao conirole).

Fluorescéncia (U)

Conirole Cisteina Cisteina+S0D Cisteina+CAT Fe”

Figura 25: Efeito do O, HyO2 e do radical OH na intensidade de fluorescéncia do
nitréxide em meio livre de células. As EROs O;'7 ¢ Hy0, foram geradas pelo sistema XA
(400 uM)/XO (0,01 UmL™"). A geragio do ‘OH ocorren nas mesmas condicdes, exceto na
adicdo de Fe™™. Os experimentos foram realizados em 1,5 mL de tampao KH,PO, (0,05 M),
pH 7.4 contendo EDTA 10™ M e nitréxido (50 pM). Em experimentos independentes
cisteina (200 pM), cisteina + SOD (30 U.mL™), cisteina + CAT (300 U.mL™} e Fe* (50
uM) foram adicionados. Os valores sfio médias £ S.E e * P < 0,05 comparado ao controle.
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11.3 - DETERMINACAQ EXTRACELULAR DO RADICAL O, EM
NEUTROFILOS ISOLADOS:

Considerando a baixa produgdo intracelular de EROs e a presenca competitiva do
sistema antioxidante, nos inicialmente exploramos a utilizac;ﬁ;:v do nitroxido em condigdes
fisiologicas na presenga de neutréfilos, um sitio j& conhecido de produgdo e liberagdo
extracelular do O->". O experimento controle com neutréfilos mostrou que o nitréxido tem
uma boa sensibilidade na detecgdo do O ™ no meio extracelular. A especificidade pelo
intensidade de fluorescéncia do nitréxido aumentou em 63 % quando os neutréfilos foram
estimulados com PMA. SOD (30 U.mL™) reduziu a intensidade de fluorescéncia para os
valores basais do grupo controle, enquanto a CAT nfio teve qualquer efeito (P > 0,05

comparado ao grupo controle).

3.0+

Fiuorescéncia (U)

0,0~

Controle PMA PMA+SOD PMA+CAT

Figura 26: Efeito do radical O,"~ gerado por neutrofilos estimulados na intensidade de
emissio de fluorescéncia do nitroxido. O ensaio foi realizado em 1,5 mL de solu¢go tampéo
HBSS contendo neutréfilos (10° celmL™), DPTA 0,1 mM e pH 7,4. A reagio de mistura
continha PMA (100 ng.mL™), nitréxido (50 uM) e cisteina (200 uM). Em experimentos
independentes SOD (30 U.mL“‘) foi usada como sequestrador extracelular do radical
superoxido € CAT foi adicionada como sequestrador do HyO;. Os valores sdo médias + S.E
e * P < 0,05 comparado ao controle.
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11.4 - LIBERACAOQ EXTRACELULAR DO RADICAL O, " EM CULTURAS DE
CELULAS MUSCULARES:

Este experimento foi realizado para verificar o efeito das contragBes induzidas por
10 min de estimulagfo elétrica na liberacfio de superdxido para o meio extracelular em
culturas de célnlas musculares. As contragdes induziram um aumento significativo de
43,3% na intensidade de fluorescéncia do nitréxido quando o grupo controle foi comparado
ao grupo estimulado (P < 0,05). A adicio de SOD inibiu ¢ aumento na intensidade de
fluorescéncia do nitréxido no grupo estimulado (P < 0,05) com nenhum efeito no grupo

controle.
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Figura 27: Efeito da estimulag@o elétrica intensa na liberagdo extracelular do superéxido em
culturas de células musculares. As culturas foram divididas em 2 grupos: controle (CO) e
estimulado (ES). O ensaio foi realizado em 2,5 mL de Krebs Ringer, contendo nitroxido
(50 pM), cisteina (200 pM), pH 7.4 e temperatura de 37° C. Em experimentos
independentes SOD (30 U.mL") foi usada como sequestrador extracelular do radical

superéxido. Os valores sdo médias = S_E, * P < 0,05 comparado ao controle ¢ # P < 0,05
comparado ao ES.
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11.5 - LIBERACAO EXTRACELULAR DO RADICAL O, EM MUSCULO
ESQUELETICO ISOLADO:

A figura 28 mosira o efeito das contragbes induzidas por estimulacio eléirica
durante 10 min na liberagio de superéxido para o meio extracelular em musculo soleo e
EDL. O protocolo de estimulagio elétrica utilizado induziu um aumento significative na
intensidade de fluorescéncia do nitrdxido mo grupo estimulado em 26,6 ¢ 57% para os
misculos soleo e EDL, respectivamente (P < 0,05). A adicio de SOD no grupo estimulado
inibiu o aumento na intensidade de fluorescéncia do nitroxido (P < 0,05 comparado ao
grupo estimulado), ao passo que a adi¢io de SOD no grupo controle, ndo teve nenhum

efeito na intensidade de fluorescéncia do nitrdxido (P > 0,05 comparado ao controle).
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Figura 28: Efeito da estimulagdo elétrica intensa na liberaco extracelular do superéxido em
musculo soleo (barra em negrito) e muasculo EDL (barra hachurada). Os grupos
experimentais foram designados como musculos controles (CO), controles + SOD
(CO+SOD), estimulados (ES) e estimulados + SOD (ES+SOD). Os experimentos foram
realizados em 2,5 mL de Krebs Ringer, contendo nitrdxido (50 uM), cisteina (200 uM), pH
7,4 e temperatura de 37° C. SOD (30 U.mL™) foi usada como sequestrador extracelular do
radical superéxido. Os valores sdo médias + S.E. (*) P < 0,05 comparado ao controle, (#) P
< 0,05 comparado ao musculo séleo ES e (++) P < 0,05 comparado ao grupo ES. Os
niimeros em parénteses indicam o numero de experimentos.

71



11.6 - NIVEIS DE FORCA MUSCULAR DURANTE A ESTIMULACAQ
ELETRICA:

Os resultados do experimento exibido na tabela Il mostraram que o musculo EDL
exibiu niveis significativamente mais altos de forga média e maxima (sem antioxidante)

comparado ao musculo séleo (P < 0,05).

Tabela III: Niveis de forca média e méxima entre os masculos séleo e EDL submetidos a
contracdes.
Misculo o . g - :
N® experimentos Forca média (N/g) Forca mdxima (N/g)
Séleo estimulado 05 0,052 +£0,03 0,073 + 0,1
Séleo estimulado + SOD 04 0,04 £ 0,01 0,078 £ 0,3
EDL estimulado 04 0,071 £0,02 * 0,085+02*
EDL estimulado + SOD 04 0,072 £ 0,01* 0,086 £ 0,2

Valores de forca produzidos pelos miisculos séleo ¢ EDL em contracbes durante 10 min de

- estimulagho elétrica. Os valores estdo expressados como média + DP em Newtons por
grama. * P <(,05 comparado ao musculo séleo estimulado.
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12 - DISCUSSAC:

Nossos achados em células musculares confirmaram os achados anteriores de Lynch
& Fridovich (1978&) em hemécias, mostrando que o O, ~ eventualmente produzido no meio
intracelular pode alcancar o meio extracelular. Os resultados em culturas de células
musculares mostraram que as contragbes provocadas pelo protocolo de estimulacfio elétrica
induziram um aumento de 43,3% na intensidade de fluorescéneia do nitréxido. A adiciio de
SOD ao grupo estimulado inibiu a intensidade de fluorescéncia para os valores basais do
controle, a0 passc que no grupo controle, a adigio de SOD nfio exerceu nenhum efeito
significativo, indicando que a liberagiio basal do O.'~ deva ser negligencidvel ou estar
muito abaixo dos Limites de detecgio do nitroxido. O efeito antioxidante da SOD reduzindo
o sinal de fluorescéncia no grupo estimulado confirma ¢ aumento do efluxo do O, ™ parao
meio extracelular. Por ser esta enzima uma proteina de alto peso molecular € esperado que
sua acio seja limitada somente ao espago extracelular, o mesmo acontencendo com o
nitroxido, que por ser um composto polar, também deve permanecer no meio extracelular,
com nenhuma ou apenas baixa infiltracdo intracelular. Esses resultados, entfo, confirmam o
—aumento..do. O 7 no. meio extracelular em células. musculares apds estimulagdo,
provavelmente em razdo do seu aumento no meio intracelular. Em experimentos com
musculo isolado, os musculos soleo e EDL apés estimulagio elétrica exibiram um aumento
na intensidade de fluorescéncia de 26 e 57% respectivamente, ao passo que a adigdo de
SOD inibiu o aumento na intensidade de fluorescéncia do nitroxido em ambos os milsculos
(figura 28). O aumento na intensidade de fluorescéncia do nitréxido no musculo EDL
estimulado foi de 15,7% maior que no musculo séleo. Em ratos Wistars estes misculos so
compostos de fibras do tipo I (oxidativas) e [la,b (oxidativas-glicoliticas) respectivamente.
Porém, o musculo do tipo Ila parece exibir um potencial oxidativo maior ou similar e uma
menor capacidade antioxidante comparado aos musculos do tipo I (Laughlin et. al., 1990;
Hammeren et. al., 1992; Powers et. al. 1994; Atalay et. al. 1995; Hollander et. al. 1999).
Entdo essa raz@io capacidade oxidativa/capacidade antioxidante desfavoravel poderia
explicar a maior liberagfo extracelular do O, ™ no musculo EDL. Em outras palavras, a alta
capacidade de consumir O, e o baixo potencial antioxidante favorecerd sempre uma maior

ocorréncia de estresse oxidativo no miisculo tipo Ila quando comparado aos misculos tipo
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I. Em adicfio, o misculo EDL apresentou um maior nivel de for¢a maxima e média
comparado ao musculo séleo (tabela II1). Porém, nossos resultados ainda ndo confirmam se
o maior nivel de forga do masculo EDL pode ter contribuido para uma maior formacfio de
EROs. A adigdio de SOD ndo causou nenhum efeito significativo nos niveis de forga. Entfo,
com base nesses achados, seria possivel especular que o maior nivel de forga produzido
pelo EDL tivesse induzido a uma maior produgiio de EROs. Alguns estudos com masculos
isolados intactos tem mostrado que o balango redox intracelular pode ter uma importante
influéncia nas fungbes celulares (Reid et. al., 1993; Oba et. al, 1996). Oba et. al. (1996)
demonstraram em musculos diafragma que uma breve exposigfo ao H,0O, aumentou a forca
e o tempo de contragio muscular, a0 passo que a adigio de CAT teve o efeito oposto,
reduzindo os niveis de forca ¢ o tempo de contragéo.

O aumento desproporcional nos valores de fluorescéncia entre os resultados em
musculo isolado e culturas de células pode ser explicado, pelo menos em parte, pelos
diferentes sitios de produgfio do O,'~ que podem ser encontrados em misculo isolado,
como a XO, a presenga de hemicias e neutréfilos no endotélio capilar e o maior nimero de
células presentes em musculo isolado quando comparado as nossas culturas de células.
. Esses resultados juntos indicam que algum cuidado deve ser tomado na interpretagdo dos
resultados em modelos experimentais onde as células musculares nio podem ser
completamente isoladas, como nos experimentos em musculos isolados ou em estudos in
vivo. Nessas condig¢les, outras fontes geradoras de O, ~ como as citadas acima, podem
estar presentes, interferindo na andlise final dos resultados.

Embora nossos resultados nfo confirmem, a fonte subcelular de producdo do O~
tem sido descrita como sendo a mitocdndria (Boveris & Chance 1973; Chance et. al.,
1979). Considerando que o tempo de vida estimado do O, ™ é de 1x 10 s, seria dificil
acreditar na hipOtese dessa espécie ser produzida na mitocOndria e alcangar o meio
extracelular. E a primeira questfio que surge € como isso seria possivel? Uma hipétese seria
que o O, ", sendo comsiderado um fraco oxidante em meio aquoso, atravessaria a
membrana celular explicando o seu efluxo para o meio extracelular (Lynch & Fridovich,
1978; Fridovich, 1986; Yu, 1994). Essa espécie pode utilizar como via de acesso
extracelular os canais i6nicos presentes nas membranas celulares, como demonstrado

através de bloqueadores especificos destes canais (Lynch & Fridovich, 1978). No
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experimento controle utilizando neutréfilos e exibido na figura 26 foi verificado que essas
células podem facilmente aumentar a liberacfo extracelular do O;'” quando estimuladas.
Esse mecanisrmo conhecido como “burst” oxidativo ocorre via NADPH oxidase, uma
enzima de membrana capaz de liberar para o meio extracelular grandes quantidades de
elétrons reduzindo univalentemente o O, no meio extracelular ao radical O, ™ (Bass et. al.,
1983). Embora esse mecanismo ainda esteja estabelecido somente em neutrdfilos, alguns
autores sugerem a possibilidade de sua existéncia também em células musculares (Reid et.
al, 1992). Outra possibilidade na explicacfio do efluxo aumentado do O, seria a
localizaciio sub-sarcolemal das mitocOndrias em células musculares. Essa proximidade
morfologica entre as mitocdndrias e a membrana celular poderia facilitar esse efluxo,
encurtando a disténcia a ser percorrida pelo O, '~ até alcancar o meio extracelular (Hoppeler
et. al, 1981). Com base nas possibilidades descritas acima em explicar os possiveis
mecanismos de liberacdo extracelular do O, ", a segunda questdio que surge ¢ qual seria a
importancia fisiologica desse mecanismo? Na verdade, a importéncia fisiologica desse
mecanismo ainda nfo foi descrita na literatura, mas certamente podemos sugerir que este
efluxo aumentado do O,"” poderia estar fincionando como um importante mecanismo
antioxidante, contribuindo para a redugie no actimulo de EROs no meio intracehular, e
assim evitando o aumento de oxida¢Ses em diversos compostos intracelulares (Freeman &
Crapo, 1982; Reid et. al., 1992; Reid et al., 1993; Andrade et. al., 1998).

Portanto, nossos resultados mostraram que: (1) O radical O,"" é amplamente
produzido pelas células musculares submetidas a contragSes ¢ parte desse O2'~ produzido
pode alcangar o meio extracelular. (2) A liberagio extracelular do O;"~ € maior no musculo
soleo (tipo 1) comparado com musculo EDL (tipo IIa). (3) O composto fluorescente
nitroxido ¢ uma sonda sensivel e altamente especifica para detecgfio do radical O2 " ,
portanto, indicada para estudos em condigdes fisiolégicas. (4) O aumento do efluxo
extracelular do O, durante as contracdes pode constituir um importante mecanismo de
defesa antioxidante, contribuindo para redugio do actimulo do O, " e evitando a formagéo

de outras EROs no meio intracelular.
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13 - CONCLUSAO GERAL:

Nossos resultados em culturas de células musculares livres de tecido vascular
proporcionam evidéncias diretas de que as células musculares sfio importantes sitios de

produgdo de NO, H;O; € O, ™ durante contracfes.

14 — CONCLUSOES ESPECIFICAS:

DETERMINACAO DE H,0, E NO EM CULTURAS DE CELULAS:

1 - A alta permeabilidade da membrana da célula muscular a0 H;0, e NO como
evidenciado pela detecglo extracelular do NO ¢ H,0,, constitui um importante mecanismo

de defesa contra a formacio intracelular do OH e 'ONOO.

2 - DCFH e DAF-2 sdo sensiveis a deteccio de EROs e NO respectivamente, no meio intra
e extracelular em culturas de células musculares. O H;O; € o principal indutor de oxidagio

do DCFH em células musculares sob condi¢des fisiolégicas, -~ -

DETERMINACAO DO O, EM CULTURA DE CELULA E MUSCULO
ISOLADO:

1- O Oy"" produzido no meio intracelular de células durante contragdes pode ser liberado
para 0 meio extracelular, sendo essa liberagdio maior em musculo predominantemente

oxidativo.

2 - A sonda fluorescente nitréxido € sensivel e altamente especifica para detecgo do

radical 02"~ em condig¢des fisioldgicas.

76



DETERMINACAC DE H,0, IN VIVO:

1 - As contracdes musculares induzidas aumentam a formagio do H,O; intersticial.

2 - O uso do DCFH-BSA em combinacic com a técnica de microdidlise constitue um

atrativo método para a determinagio do H,O, intersticial durante o exercicio in vivo.

3 - Em células musculares, a GPX tem um maior efeito antioxidante na remog¢fo do Hx0;

comparado a CAT.
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induced by exercise in the soleus muscle of rats.
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Given the potential of reactive oxygen species to damage intracellular protei

pathways may be complemented by the synthesis of the defense mechanism
represented by heat shock proteins (HSPs), stress proteins with the function
of repair and maintaining protein folding. To test this hypothesis, we analyze
reactive carbonyl derivatives in plasma and the expression of HSP72 and
activities of enzyvmes from the oxidative and antioxidant defense systems nt
Brivacy Policy soleus muscle of sedentary rats and rats trained by two protocols: continuou
‘ and intermittent. We analyzed all three groups at rest and 2 h after acute
exercise. After 8 wk of training, the animals from both groups clearly
demonstrated higher resistance to exercise. Both trained groups showed
significantly higher citrate synthase, catalase, and glutathione reductase
activities than the control group (P < 0.01). After acute exercise, catalase ar
glutathione reductase activities significantly decreased (P < 0.01) and plasmy
reactive carbonyl derivatives significantly increased (P < 0.05) in the sedente
group, suggesting an oxidative-stress condition as responsible for exhaustior
in this group. Finally, after acute exercise, the induction of HSP72 expressio
occurred only in the sedentary group, suggesting that TISP72 acts as a
complementary protective mechanism in exercise-induced oxidative stress.
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